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Introduzione La sclerosi laterale amiotrofica (SLA) è una malattia 
neurodegenerativa caratterizzata da una perdita selettiva dei motoneuroni nel 
sistema nervoso centrale. La degenerazione del motoneurone nella SLA coinvolge 
sia i motoneuroni superiori localizzati nella corteccia motoria sia quelli inferiori 
del midollo spinale e del tronco dell’encefalo. Vari studi sperimentali e clinici 
indicano che il trattamento cronico con sali di litio produce effetti promettenti, 
aumentando la sopravvivenza e rallentando il decorso della malattia. 
I topi transgenici G93A che over-esprimono forme mutate dell’enzima rame-zinco 
superossido-dismutasi di tipo 1 (SOD1) umano sviluppano una patologia molto 
simile a quella osservata nei pazienti affetti da SLA e per questo sono 
comunemente utilizzati come modello animale di SLA. 
Nella SLA umana, il coinvolgimento dei nuclei motori dei nervi encefalici 
contribuisce ad aggravare il quadro clinico e si trova solitamente associato a un 
decorso accelerato della malattia. Tuttavia, fino a questo momento, solo pochi e 
frammentari sono gli studi sperimentali che indagano i nuclei motori del tronco 
dell’encefalo nei topi G93A. 
Scopo dello studio L’obiettivo primario di questo studio è stato quello di 
analizzare in maniera estensiva, da un punto di vista morfologico, tutti i nuclei 
motori del tronco dell’encefalo nel topo transgenico G93A, cercando di offrire un 
quadro il più possibile esaustivo che documenti il loro coinvolgimento in questo 
modello sperimentale di SLA. In un secondo momento l’indagine morfologica è 
stata rivolta ad analizzare l’effetto del trattamento cronico con sali di litio sui 
nuclei motori del tronco encefalico del topo G93A. 
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Materiali e metodi Topi transgenici G93A e i rispettivi wild-type littermate sono 
stati suddivisi in 4 gruppi sperimentali: wild-type+salina, wild-type+litio, 
G93A+salina, G93A+litio. Il trattamento con soluzione salina o carbonato di litio 
(corrispondente ad una dose di litio di 1 mEq/Kg) è avvenuto a giorni alterni a 
partire dall’insorgenza dei sintomi fino allo stadio finale della malattia (stadio 
tetraplegico), quando tutti gli animali sono stati sacrificati e l’encefalo prelevato e 
processato per l’inclusione in paraffina. Nel corso del trattamento, gli animali sono 
stati sottoposti ad osservazioni comportamentali, basate sull’impiego di test motori 
in grado di rivelare l’insorgenza e la progressione dei sintomi. 
Per ogni nucleo motore del tronco encefalico sono state eseguite sezioni seriate 
intervallate di 50 μm, sulle quali sono state condotte tutte le analisi stereologiche, 
istochimiche e immunoistochimiche, allo scopo di valutare la presenza di 
cambiamenti nel numero dei motoneuroni, nella loro morfologia e 
nell’immunopositività per specifici marcatori. 
Allo scopo di rilevare il potenziale effetto neurogenetico del trattamento cronico 
con litio, un sottogruppo di animali è stato preventivamente trattato con il 
precursore modificato del DNA 5-bromo-2-deossiuridina (BrdU). In questi animali 
è stata valutata l’entità dell’incorporazione nucleare di tale composto all’interno 
dei nuclei motori del tronco encefalico. 
Risultati Da questo studio è emerso che: 
a) I nuclei motori dei nervi trigemino, faciale, ipoglosso, il nucleo ambiguo e il 
nucleo motore dorsale del vago risultano significativamente compromessi nel 
topo G93A. La conta stereologica e l’analisi istologica e immunoistochimica 
dimostrano infatti una consistente perdita di motoneuroni all’interno dei 
suddetti nuclei e la presenza di alterazioni morfologiche nei motoneuroni 
superstiti nei topi G93A trattati con salina. Al contrario, i nuclei dei nervi 
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responsabili dei movimenti oculari (oculomotore, trocleare, abducente) non 
appaiono interessati dal processo degenerativo che colpisce gli altri nuclei 
motori del topo G93A. 
b) Il trattamento cronico con litio dei topi G93A aumenta il numero dei 
motoneuroni nei nuclei lesi (ad eccezione del nucleo motore dorsale del vago) 
significativamente rispetto ai topi G93A trattati con salina, preserva la normale 
morfologia cellulare nei motoneuroni superstiti e i bottoni sinaptici ChAT-
positivi sui motoneuroni del nucleo ipoglosso. Nel contempo, riduce la gliosi 
reattiva e induce neuronogenesi. 
Conclusioni Nell’insieme, questi risultati indicano che: 
a) il topo G93A riproduce, anche a livello del tronco dell’encefalo, la SLA 
umana; 
b)  in questo modello sperimentale il trattamento con litio sembra particolarmente 














La Sclerosi Laterale Amiotrofica 
La sclerosi laterale amiotrofica (SLA), descritta per la prima volta da Charcot nel 
1874, è una grave malattia neurodegenerativa, progressiva, che interessa 
principalmente i motoneuroni del midollo spinale e del tronco encefalico 
(motoneuroni inferiori, LMN) e quelli della corteccia cerebrale (motoneuroni 
superiori, UMN, Rowland, 1994). 
Con il termine “amiotrofica” ci si riferisce all’atrofia muscolare che deriva dalla 
perdita del supporto trofico fornito al muscolo dall’innervazione, mentre “sclerosi 
laterale” indica l’aspetto patologico delle colonne laterali della sostanza bianca del 
midollo spinale, che appaiono degenerate e indurite dalla severa gliosi (Rowland e 
Shneider, 2001). 
I sintomi clinici dipendono dalle aree centrali che sono maggiormente interessate e, 
in generale, consistono in debolezza, atrofia muscolare e fascicolazioni; allo stadio 
finale, la morte avviene entro 3-5 anni dalla diagnosi a causa principalmente del 
blocco dei muscoli respiratori e di quelli implicati nella deglutizione (Hirano, 
1991; Leigh e Swash, 1991; Rowland, 1994; Cleveland e Rothstein, 2001). 
La patogenesi della SLA è prevalentemente sporadica (90% dei casi), mentre solo 
nel 10% dei casi è familiare. La SLA familiare ha una penetranza età-dipendente e, 
dal punto di vista clinico, non è distinguibile dalla forma sporadica (Hirano et al., 
1984; Siddique, 1991). 
Tra le forme familiari, circa il 20% è dovuto a mutazioni del gene che codifica per 
l’enzima rame-zinco superossido-dismutasi di tipo 1 (SOD1; Rosen et al., 1993), 
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che catalizza la dismutazione dell’anione superossido (O2-) in perossido di 
idrogeno (Tainer et al., 1982; Scozzafava et al., 1993). 
Anche mutazioni nel gene dell’alsina, della sintaxina, della sinaptobravina/VAMP 
e della dinactina sono coinvolte nell’insorgenza di forme di SLA familiare. Inoltre, 
i loci legati all’insorgenza della malattia sono stati identificati in numerosi 
cromosomi (15, 16, 18, 20 and X) e sono correlati con la demenza fronto-
temporale (Pasinelli e Brown, 2006). 
Esistono vari modelli animali per studiare la SLA. Il più comune consiste 
nell’utilizzo del topo transgenico con mutazioni puntiformi nel gene che codifica 
per la SOD1 (Rosen et al., 1993); ad oggi si conoscono più di 90 mutazioni in 
questo gene (responsabili di un sottogruppo di forme familiari di SLA), tra cui la 
G85R (sostituzione Gly?Arg in posizione 85), la G37R (sostituizione Gly ? Arg 
in posizione 37) e la G93A (Bruijn et al., 1997b; Zhang et al., 2007). 
Fra la varie mutazioni la G93A, caratterizzata dalla sostituzione Glicina?Alanina 
in posizione 93, è quella più studiata. Questi topi, infatti, sviluppano una patologia 
molto simile a quella osservata nei pazienti affetti da SLA e per questo sono 
comunemente utilizzati come modello animale di SLA (Dal Canto e Gurney, 
1994). 
Caratteristiche patologiche della malattia nel midollo spinale 
Lamina IX 
La patologia a livello del midollo spinale è stata ampiamente documentata nel 
modello murino di SLA familiare (Morrison et al., 1998; Martin et al., 2007). 
Recentemente, Martin e collaboratori (2007) hanno condotto un dettagliato studio 
sulla morfologia e sul numero dei motoneuroni nel topo G93A, riportando che 
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questi motoneuroni vanno incontro ad una lenta degenerazione (definita “slow 
necrosis”) caratterizzata da un’estesa vacuolizzazione citoplasmatica. 
La presenza di vacuoli nel citoplasma dei motoneuroni in degenerazione era stata 
descritta per la prima volta da Dal Canto e Gurney (1994), da essi considerata 
l’espressione patologica iniziale della malattia. Questi vacuoli, osservati in 
microscopia ottica nello stadio precoce della malattia, sono localizzati nei corpi 
cellulari dei neuroni, nel neuropilo circostante, a volte nell’assoplasma e spesso 
anche nei dendriti. Al contrario, il nucleo di queste cellule non mostra cambiamenti 
evidenti, infatti non c’è condensazione della cromatina e il margine nucleare 
appare regolare (Dal Canto e Gurney, 1994). 
La vacuolizzazione citoplasmatica, una delle principali caratteristiche della 
degenerazione dei motoneuroni dei topi G93A, è stata attribuita principalmente 
allo swelling dei mitocondri (Dal Canto e Gurney, 1994; Wong et al., 1995; Kong 
e Xu, 1998). La formazione del vacuolo all’interno del mitocondrio è infatti 
preceduta dalla disorganizzazione delle creste, da cui deriva il particolare aspetto 
cribriforme di questi organelli. Maggiori dimensioni dei vacuoli determinano 
alterazioni mitocondriali più severe e portano ad una “linearizzazione” dell’intera 
struttura del mitocondrio, come conseguenza della perdita delle creste della 
membrana interna (Dal Canto e Gurney, 1994). 
Poiché a livello ultrastrutturale è stata osservata anche dispersione di ribosomi e 
dilatazione delle cisterne, è stata avanzata l’ipotesi che il reticolo endoplasmatico 
liscio fosse la seconda struttura coinvolta nella formazione di vacuoli (Dal Canto e 
Gurney, 1994). 
Nello stadio finale la malattia è caratterizzata da una consistente perdita di 
motoneuroni (Dal Canto e Gurney, 1994; Chiu et al., 1995; Mohajeri et al., 1998; 
Fisher et al., 2004; Martin et al., 2007). Tale perdita cellulare riguarda 
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principalmente la popolazione degli alfa-motoneuroni, che stretti criteri 
morfologici (nucleo rotondeggiante e chiaro, citoplasma con sostanza di Nissl a 
zolle, diametro di almeno 30 μm) hanno permesso di identificare in maniera 
selettiva (Martin et al., 2007). Questi criteri infatti permettono di escludere non 
solo astrociti, oligodendrociti e glia, ma anche la popolazione dei gamma-
motoneuroni che, come risulta da altri studi, rimane pressoché invariata (Mohajeri 
et al., 1998). 
Interessante è il fatto che nello stadio tardivo della malattia si trovano, nei neuroni 
e nei processi assonici, inclusioni ricche di filamenti che ricordano gli accumuli 
citosolici di materiale di natura filamentosa osservati nella SLA familiare (Hirano, 
1991). Queste inclusioni, di aspetto ialino, appaiono come aggregati filamentosi 
compatti di forma sferica, con una parte centrale più densa ed una parte periferica 
più chiara (Dal Canto e Gurney, 1994). 
Recentemente il nostro gruppo di ricerca ha analizzato in dettaglio il midollo 
spinale del topo G93A e ha descritto un diverso grado di degenerazione dei 
motoneuroni nel tatto cervicale e in quello lombare, in accordo con studi 
precedenti (Nimchinsky et al., 2000). In breve, è stato osservato che il midollo 
cervicale degenera più tardivamente rispetto al midollo lombare. La maggiore 
perdita neuronale si osserva a livello lombare, dove il numero di alfa-motoneuroni 
(identificati secondo gli stessi criteri adoperati da Martin et al., 2007) appare 
drasticamente ridotto. I motoneuroni rimasti sono caratterizzati da un notevole 
incremento di dimensioni, valutabile sia in termini di area che di diametro, e 
appaiono fortemente vacuolizzati, mostrando inoltre, a livello ultrastrutturale, 
mitocondri alterati, di dimensioni circa il doppio dei mitocondri normali, con creste 
disorganizzate e slargate, scollamento delle membrane e matrice fortemente diluita.  
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Infine, nel citoplasma dei motoneuroni si nota la presenza di accumuli di alfa-
sinucleina, ubiquitina e SOD1 (Bruijn et al., 1997a; Watanabe et al., 2001; Martin 
et al, 2007; Fornai et al., 2008a;). 
Queste alterazioni, documentate specificamente nella lamina IX della sostanza 
grigia midollare, sono costantemente accompagnate da un’intensa gliosi reattiva 
(Fornai et al., 2008a). 
Lamina VII 
Oltre alle alterazioni motoneuronali, un numero sempre maggiore di studi riporta 
che anche altre cellule del midollo spinale risultano coinvolte nei processi 
degenerativi che caratterizzano la SLA. Infatti già le originarie osservazioni di 
Morrison e collaboratori (1998) avevano dimostrato che nella SLA piccoli neuroni 
nella lamina VII del midollo spinale degenerano prima e in maniera più severa 
rispetto ai motoneuroni. 
Il nostro gruppo di ricerca ha confermato la drastica riduzione nei topi G93A di 
neuroni di piccole dimensioni localizzati nella lamina VII del midollo spinale. 
Sulla base delle dimensioni, della specifica localizzazione e dell’immunopositività 
per la calbindina D 28k e la gefirina questi neuroni sono stati identificati come 
tipici neuroni funicolari del II tipo di Golgi o cellule di Renshaw (Fornai et al., 
2008a). 
Di recente i nostri risultati sono stati replicati da Chang e Martin (2009), i quali 
hanno riportato una diminuzione di tali neuroni nel midollo spinale dei topi 
transgenici G93A. 
Le cellule di Renshaw sono neuroni glicinergici che contraggono importanti 
rapporti funzionali con i motoneuroni del midollo spinale, in quanto, attivati dagli 
assoni collaterali dei motoneuroni, inibiscono i motoneuroni stessi, costituendo il 
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cosiddetto “circuito collaterale ricorrente inibitorio”. Studi elettrofisiologici hanno 
dimostrato che questi circuiti collaterali inibitori sono notevolmente ridotti nei 
pazienti affetti da SLA (Shefner e Logigian, 1998). 
Coinvolgimento dei nuclei motori del tronco encefalico nella SLA 
Sebbene in letteratura esistano numerosi studi che documentano la malattia a 
livello spinale, il coinvolgimento di regioni craniali al midollo spinale non è stato 
finora molto indagato nei topi transgenici G93A. 
Ciò appare paradossale, dal momento che nella SLA umana l’interessamento dei 
motoneuroni appartenenti ai nuclei motori del tronco encefalico fin dal momento 
dell’insorgenza della malattia (25% dei casi) è associato alle forme cliniche più 
gravi e porta a morte dopo circa un anno dalla diagnosi. In particolare, per la 
compromissione dei nuclei motori dei nervi ipoglosso e ambiguo si osservano 
sintomi come disartria, disfagia e difficoltà nella deglutizione e nella respirazione, 
mentre la degenerazione dei nuclei motori dei nervi trigemino e faciale 
contribuisce alla suddetta sintomatologia e alla perdita di altre importanti funzioni 
(DePaul e Abbs, 1987; DePaul et al., 1988; Kusaka et al., 1988; Hartmann et al., 
1989; Desport et al., 2000). 
Al contrario, sembra che i nuclei dei nervi oculomotori siano relativamente 
preservati (Cohen e Caroscio, 1983; Gizzi et al., 1992; Okamoto et al., 1993). 
Dato che il tronco dell’encefalo è fortemente coinvolto nella SLA umana, 
sorprende il fatto che l’analisi dei nuclei motori del tronco encefalico nei topi 
G93A sia stata effettuata solo in pochi studi e in ciascuno di essi mai per tutti i 
nuclei. Il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato, nello studio precedente, il 
coinvolgimento del nucleo ambiguo, nel quale si osserva infatti una severa perdita 
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di alfa-motoneuroni, mentre i pochi motoneuroni superstiti appaiono fortemente 
vacuolizzati (Fornai et al., 2008a). 
La scarsità degli studi sulla patologia dei nuclei motori del tronco dell’encefalo nei 
topi G93A è principalmente dovuta al fatto che questi topi sviluppano una 
sindrome motoria che progredisce rapidamente e che porta in pochi giorni a 
paralisi e morte prematura (Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995; Gurney, 1997a; 
1997b). 
Tale sintomatologia è espressione di un coinvolgimento precoce e massivo del 
midollo lombare; tuttavia, la patologia spinale non è l’unica a essere riprodotta in 
questo modello sperimentale, nel quale in effetti è stata descritta la degenerazione 
dei motoneuroni anche in aree motorie più craniali (Zang et al., 2004; Chung et al., 
2005; Lladó et al., 2006; Niessen et al., 2006; 2007).  
Un aspetto interessante riguarda la selettiva vulnerabilità dei motoneuroni del 
tronco encefalico ai processi neuropatologici della SLA, che Haenggeli e Kato 
(2002) hanno dimostrato studiando il topo G93A e altri modelli di malattia del 
motoneurone: i topi pnm (progressive motor neuronopathy) e i topi wobbler, 
caratterizzati da mutazioni spontanee che generano fenotipi che possono essere 
utilizzati come modelli di SLA (Duchen e Strich, 1968; Schmalbruch et al., 1991). 
In particolare sono stati analizzati i nuclei motori dei nervi oculomotore, trocleare, 
trigemino, faciale e ipoglosso. Nello stadio finale della malattia, i topi pnm 
mostrano una significativa perdita di motoneuroni in tutti i nuclei esaminati, 
mentre nei topi wobbler la degenerazione sembra interessare in modo particolare il 
nucleo motore dei nervi trigemino ed ipoglosso (Haenggeli e Kato, 2002). Nei topi 
G93A la perdita neuronale è stata osservata nei nuclei motori dei nervi trigemino, 
faciale e ipoglosso; i motoneuroni dei nuclei lesi appaiono caratterizzati da una 
marcata vacuolizzazione e da un pattern di degenerazione simile a quello descritto 
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precedentemente da Dal Canto e Gurney (1995) a proposito dei motoneuroni del 
midollo spinale (Haenggeli e Kato, 2002; Kadoyama et al., 2007). 
Questi dati sono stati ottenuti sottoponendo i nuclei motori dei nervi cranici dei 
topi G93A a un’accurata conta neuronale in microscopia ottica. 
Altri studi sperimentali condotti sul topo G93A hanno accompagnato alla classica 
conta neuronale moderne tecniche di risonanza magnetica nucleare (RMN), che 
hanno consentito di valutare la densità neuronale, e quindi lo stato di progressione 
della malattia, come funzione del tempo di rilassamento T2 (Zang et al., 2004; 
Niessen et al., 2006). Questi studi, eseguiti in vivo, hanno offerto il vantaggio di 
correlare i sintomi motori degli animali esaminati con le immagini di T2-RMN, 
dimostrando una stretta correlazione tra la gravità della sintomatologia e i valori di 
T2 ottenuti nel midollo spinale e nell’encefalo. In particolare, i topi G93A hanno 
mostrato un significativo incremento del valore T2 relativo al nucleo ambiguo 
(Zang et al., 2004) e ai nuclei motori dei nervi trigemino, faciale (Zang et al., 2004; 
Niessen et al., 2006) e ipoglosso (Niessen et al., 2006) rispetto agli animali wild-
type di pari età. 
Inoltre, nella SLA sono documentate disfunzioni del sistema nervoso autonomo 
(Baltadzhieva et al., 2005). In particolare, tecniche di imaging eseguite a livello 
cardiaco mediante utilizzo di 123I-metaiodobenzilguanidina (MIBG), un analogo 
della noradrenalina che viene captato dai terminali simpatici (Low, 1997; 
Druschky et al., 1999 ), hanno evidenziato una compromissione dell’innervazione 
simpatica cardiaca, dimostrata dalla diminuzione dell’uptake del tracciante 
radioattivo (Druschky et al., 1999). L’integrità del sistema nervoso autonomo a 
origine encefalica (sistema parasimpatico) è stata raramente oggetto di studio nella 
SLA. Tuttavia l’analisi immunostochimica ha evidenziato un incremento 
dell’immunopositività per la SOD1 nel nucleo motore dorsale del topo G93A 
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(Chung et al., 2003), suggerendo che la neuropatologia del tronco encefalico 

























L’autofagia rappresenta la principale via intracellulare deputata all’eliminazione di 
proteine misfolded e di organelli alterati, prodotti fisiologicamente durante la vita 
cellulare. 
L’autofagia consiste nella formazione di una struttura chiamata “fagoforo”, che 
origina da membrane pre-esistenti nella cellula, di non ben specificata provenienza 
(Figura 1); sebbene non sia ancora del tutto chiaro, sembra che nei mammiferi il 
complesso di membrane a partire dalle quali si assembla l’autofagosoma derivi dal 
reticolo endoplasmatico (RE) e/o dal Trans Golgi Network (TGN). 
Il fagoforo, struttura precoce a doppia membrana a forma semicircolare, va 
incontro a un processo di maturazione evolvendo nell’autofagosoma, una vescicola 
chiusa, anch’essa a doppia membrana, contenente molecole e/o organelli da 
degradare (Figura 1). 
Una proteina fondamentale per dare inizio al processo di formazione del fagoforo è 
beclin1; la formazione dell’autofagosoma è invece associata all’incorporazione nel 
sistema di membrane di altre proteine-chiave, la fosfatidiletanolamina-light chain 
(LC3) e la piccola GTPasi Rab24 (Kabeya et al., 2000; Menzies et al., 2002; 
Mudher et al., 2004). 
LC3 è una proteina associata ai microtubuli (MAP-LC3) ed esiste in due isoforme: 
LC3 I, di 18 kDa, e LC3 II, di 16 kDa. MAP-LC3 normalmente si associa ai 
microtubuli e partecipa alla dinamica del citoscheletro. Quando inizia la 
formazione dell’autofagosoma, MAP-LC3 si dissocia dai microtubuli e LC3 I è 
convertita in LC3 II, che entra a far parte della membrana esterna 
dell’autofagosoma nascente. Una volta completata la sua formazione, 
l’autofagosoma può fondersi con vacuoli di degradazione acida come i 
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“multivescicular body” (costituiti da endosomi precoci e tardivi) formando i 
cosiddetti “anfisomi”, che infine si fondono con i lisosomi formando gli 
“autofagolisosomi”. La fusione degli autofagosomi con i lisosomi richiede 
l’intervento della glicoproteina integrale di membrana lisosomiale (LAMP2) 
(Eskelinen, 2006). In ogni caso, gli endosomi e i lisosomi contengono un’ampia 
gamma di idrolasi acide che consentono la completa digestione di bio-
macromolecole. Così, una volta che l’autofagosoma si fonde con uno di questi 
organelli acidi, il suo contenuto (macro-aggregati proteici, organelli, componenti di 
membrana e citoplasmatici) inizia ad essere degradato dalle idrolasi acide. La 
fusione successiva con gli endosomi e con i lisosomi apporta la maggior varietà di 
idrolasi e garantisce una demolizione completa e rapida del contenuto degli 
autofagolisosomi. Alcuni autofagosomi, tuttavia, by-passano il compartimento 
endosomale e si fondono direttamente con i lisosomi (Eskelinen, 2005). In questo 
caso, la demolizione del contenuto delle vescicole autofagiche avviene più 
lentamente e l’efficienza della degradazione risulta significativamente diminuita. 
L’autofagia è un processo multifasico e specificamente controllato in 
corrispondenza delle sue diverse fasi (induzione e formazione dell’autofagosoma, 
fusione dell’autofagosoma con gli organelli acidi, digestione di macromolecole) ad 
opera di vari fattori che agiscono come molecole di segnale (Codogno e Meijer, 
2005). Un regolatore classico di questa via, e uno dei più noti, è rappresentato dalla 
molecola enzimatica conosciuta come la molecola bersaglio della rapamicina nei 
mammiferi (the mammalian Target of Rapamycin) mTOR, una proteina chinasi 
conservata in tutti gli eucarioti e che svolge un ruolo centrale nella regolazione 
della crescita e della progressione del ciclo cellulare, sensibile alla disponibilità di 
nutrienti (Blommaart et al., 1995; Noda e Ohsumi, 1998). Sostanze nutritizie e 
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fattori di crescita mantengono attiva questa proteina, che a sua volta mantiene 
l’autofagia a una ridotta attività basale (Legros et al., 2002). 
Pertanto, mTOR, attivo in presenza di adeguati livelli di nutrienti e di energia per 
la cellula, è un potente regolatore negativo dell’autofagia. 
Al contrario, un regolatore positivo della via autofagica è il litio. Riguardo alla 
modalità con cui il litio agisce come induttore dell’autofagica e ai suoi effetti sulla 














Figura 1. Rappresentazione schematica della via autofagica. 
Lo schema mostra la formazione del vacuolo autofagico precoce (fagoforo) a 
partire da un sistema di membrane pre-esistenti provenienti dal reticolo 
endoplasmatico (RE) o dal Trans Golgi Network (TGN). Il fagoforo, in seguito 
all’intervento di proteine come LC3 e Rab24, evolve in autofagosoma. 
Dall’autofagosoma si può passare all’autofagolisosoma attraverso due distinte vie: 
una prevede la fusione prima con i “multivescicular body” (compartimento 
endosomiale), per formare l’anfisoma, poi con il lisosoma, per dare 
l’autofagolisosoma, all’interno del quale la degradazione del materiale 
citoplasmatico incorporato avviene con la massima efficienza; l’altra via porta alla 
diretta fusione dell’autofagosoma con il lisosoma, by-passando la formazione 
dell’anfisoma, con una ridotta efficienza di degradazione. 
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Significato dell’autofagia e suo ruolo protettivo nel sistema nervoso centrale 
In condizioni di deplezione di nutrienti e/o energia, i componenti cellulari non 
essenziali vengono degradati dalla via autofagica, per fornire alla cellula i substrati 
necessari per la sopravvivenza. L’autofagia viene indotta anche in risposta a vari 
tipi di insulto e svolge un ruolo protettivo degradando componenti cellulari 
potenzialmente nocivi, come proteine strutturalmente alterate e mitocondri 
danneggiati (Ravikumar e Rubinsztein, 2004; Castino et al., 2005; Kitazawa et al., 
2008). 
L’autofagia può quindi essere vista come una risposta che la cellula mette in atto 
per contrastare l’effetto di stimoli stressogeni che minacciano la sua 
sopravvivenza. Tale sistema risulterebbe quanto mai critico soprattutto nelle 
cellule perenni, come le cellule nervose, che non hanno la possibilità di rinnovarsi 
e per le quali ogni insulto ambientale è potenzialmente in grado di provocare 
modificazioni irreversibili. In quest’ottica, il buon funzionamento della via 
autofagica potrebbe svolgere un ruolo protettivo nella patogenesi e/o nella 
progressione delle malattie neurodegenerative (Ravikumar e Rubinsztein, 2004; 
Sarkar e Rubinsztein, 2006). 
Come è ben noto, la formazione di aggregati intracellulari di natura essenzialmente 
proteica è la principale caratteristica di molte malattie neurodegenerative, come la 
malattia di Parkinson, la malattia di Huntington, l’atassia spino-cerebellare del III 
tipo e alcune forme di demenza causate da mutazioni della proteina tau (Menzies et 
al., 2006; Sarkar et al., 2008). Nella SLA le inclusioni neuronali sono state 
classicamente distinte in Bunina bodies, corpi eosinofili localizzati nel citoplasma 
neuronale che contengono una varietà di proteine, tra cui la transferrina, la cistatina 
C e inclusioni ubiquitinate (Okamoto et al., 2008). Più recentemente, le inclusioni 
presenti nei neuroni e, talvolta, anche nelle cellule gliali di pazienti affetti da SLA 
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sono state dimostrate contenere una varietà di altre proteine, come la proteina TAR 
legante il DNA di 43 kDa (TDP-43), il cui accumulo sembra un reperto molto 
frequente sia nelle forme sporadiche che in quelle familiari di malattia (Nishihira et 
al., 2009). 
Il significato delle inclusioni neuronali è stato a lungo oggetto di accesi dibattiti. 
L’interpretazione corrente tende a considerare la formazione di tali inclusioni come 
la conseguenza di un deficit dei meccanismi cellulari deputati alla rimozione delle 
componenti alterate, tra cui un ruolo di primo piano spetta appunto all’autofagia. 
Sulla base di queste conoscenze studi recenti hanno dimostrato che la down-
regulation o la parziale inibizione dell’autofagia possono innescare o aggravare i 
processi neurodegenerativi in vari modelli sperimentali (Ravikumar et al., 2002; 
Hara et al., 2006; Klionsky, 2007; Castino et al., 2008). 
Autofagia e SLA 
E’ stato ipotizzato che alterazioni della via autofagica possano svolgere un ruolo 
centrale anche nella patogenesi della SLA. Questo concetto si sta facendo strada 
nel mondo scientifico in questi ultimi anni, soprattutto con il progredire delle 
conoscenze relative ai geni coinvolti nella patogenesi delle forme familiari della 
malattia. 
Mutazioni della dineina, che svolge un ruolo critico nel trasporto e nella fusione 
degli autofagosomi/anfisomi ai lisosomi, sono causa di una forma genetica di SLA 
nel topo (Hafezparast et al., 2003; Rubinsztein et al., 2005; Teuling et al., 2008). 
Un ruolo simile è svolto dalla dinactina, una proteina che interagisce con la dineina 
per formare un complesso che veicola il traffico di vescicole attraverso la via 
autofagica (La Monte et al., 2002), mentre l’alsina risulta coinvolta più a monte nel 
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controllo della fusione degli endosomi con gli autofagosomi per la formazione 
degli anfisomi (Yang et al., 2001). 
Sebbene non sia stato evidenziato un ruolo diretto della SOD1 nella modulazione 
della via autofagica, è comunque interessante notare che tale enzima è un substrato 
dell’autofagia (Kabuta et al., 2006) e si accumula nei motoneuroni sia nelle forme 
familiari che in quelle sporadiche di SLA (Rosen et al., 1993; Shibata et al., 1994). 
Il coinvolgimento della via autofagica nella patogenesi della SLA sembra 
sostenuto dalle tipiche alterazioni ultrastrutturali riscontrate nei motoneuroni in 
degenerazione in molteplici studi in vivo e in vitro (Martin, 2007), tra cui la 
presenza di vacuoli citoplasmatici e l’accumulo di mitocondri alterati (Martin et 
al., 2007; Fornai et al., 2008a). 
Alla luce di queste evidenze, è stato ipotizzato che alla base della patogenesi della 
SLA vi sia un difetto della via autofagica e che quindi gli induttori dell’autofagia 













Il litio è un composto impiegato oramai da anni nel trattamento dei disturbi 
dell’umore ed è in grado di attraversare facilmente la barriera ematoencefalica; in 
particolare, è utilizzato come stabilizzatore dell’umore nel trattamento delle 
sindromi bipolari (Manji and Lenox, 1998). 
Più recente è la scoperta del ruolo neuroprotettivo del litio in diversi modelli di 
malattia neurodegenerativa (Chuang et al., 2002), tra cui l’ischemia cerebrale 
(Cappuccio et al., 2005) e la tossicità da kainato (Busceti et al., 2007). 
Nonostante le numerose ricerche, il meccanismo molecolare e cellulare alla base 
dell’azione terapeutica del litio è ancora poco conosciuto; tuttavia sembra che 
molteplici target e meccanismi possano rendere conto della sua efficacia 
terapeutica (Jope, 1999; Manji et al., 1999). 
Tra i possibili substrati alla base dell’azione del litio troviamo enzimi che svolgono 
azioni basilari nella sopravvivenza cellulare e nella capacità della cellula di 
rispondere adeguatamente a stimoli esterni, come l’enzima Inositolo-
Monofosfatasi e la GSK-3beta. 
L’inositolo monofosfatasi (IMPasi) catalizza l’idrolisi di inositolo monofosfato in 
inositolo libero, che partecipa alla via di segnale del fosfatidilinositolo. 
Il fosfatidilinositolo, mediante due successive fosforilazioni ad opera di due 
specifiche proteine chinasi, viene trasformato in fosfatidilinositolo 4,5-bifosfato 
(PIP2), un fosfolipide localizzato nel foglietto interno della membrana plasmatica. 
L’idrolisi del PIP2 da parte dell’enzima fosfolipasi C dà origine a due secondi 
messaggeri: 1) l’inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3) che, liberato nel citoplasma, 
interagisce con un suo recettore-canale e mobilita gli ioni calcio dai depositi 
intracellulari localizzati in specifici organuli definiti “a scambio rapido”, e 2) il 
18 
diacilglicerolo (DAG) che rimane legato alla membrana plasmatica e in questa 
sede attiva la proteina chinasi C, che a sua volta è in grado di fosforilare una serie 
di substrati a livello di specifici residui di serina e/o treonina. 
In particolare, l’IP3, essendo idrofilo, diffonde nel citoplasma, dove si lega a degli 
specifici recettori posti su strutture vescicolari associate al reticolo endoplasmatico. 
Il recettore per l’IP3 è un canale che, una volta aperto in seguito al legame con il 
suo ligando, lascia fluire gli ioni calcio dai depositi intracellulari secondo un 
gradiente di concentrazione. In questo modo la produzione di IP3 è associata ad un 
aumento della concentrazione dello ione calcio (Ca2+), che nella cellula svolge 
molteplici funzioni tra cui la regolazione del metabolismo, della secrezione, della 
contrazione, dell’attività neuronale e della proliferazione (Paoletti et al., 1996). 
Tale aumento è comunque transitorio perché il calcio libero nel citoplasma viene 
rapidamente chelato da specifiche proteine che hanno il compito controllare i 
livelli citoplasmatici di calcio e prevenire così fenomeni di eccitotossicità 
conseguenti alla presenza di un eccesso di calcio citosolico. 
Il litio, già a piccole dosi, blocca il turn-over degli inositoli attraverso un 
meccanismo che prevede molteplici target molecolari (Figura 2). Infatti, il litio 
non solo inibisce l’IMPasi (Ki = 0,8 mM; Sarkar et al., 2005) ma, nel contempo, 
blocca anche l’inositolo-polifosfatasi, che converte l’IP2 in IP, e il trasportatore di 
membrana degli inositoli liberi, portando così a una riduzione dei livelli 
intracellulari di IP3 (Sarkar e Rubinsztein, 2006). Poiché l’IP3 e la stimolazione del 
suo recettore sopprimono l’autofagia, la deplezione di IP3 prodotta dal litio porta 
all’attivazione dell’autofagia (Sarkar e Rubinsztein, 2006; Criollo et al., 2007; 
Figura 2). 
A dosi più alte, il litio regola l’attività di un altro enzima, la Glicogeno Sintasi 
Chinasi-3beta (GSK-3beta, 2 mM; Ryves e Harwood, 2001), una proteina 
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serina/treonina chinasi che appartiene alla via di Wnt, un’importante via di 
segnalazione intracellulare che regola funzioni fondamentali per la vita della 
cellula come la proliferazione, la migrazione, la polarità e la morte cellulare 
(Miller et al., 1999a; Miller, 2002).  
La trasduzione del segnale nella classica via di Wnt è in grado di procedere se la 
GSK-3beta è inattiva, mentre uno degli effetti dell’attivazione della GSK-3beta è 
l’attivazione di mTOR, e quindi il blocco dell’autofagia (Sarkar et al., 2008). 
Pertanto, l’attivazione della via di Wnt mantiene la GSK-3beta in stato inattivo 
favorendo il legame di GSK-3beta con molteplici regolatori negativi. Tra questi, 
troviamo la proteina Akt. Il litio promuove la fosforilazione della proteina Akt, che 
si lega alla GSK-3beta, inibendola. Come detto, questa azione del litio si verifica 
per concentrazioni più elevate di quelle necessarie per l’inibizione dell’IMPasi (Ki 
= 2 mM) con un effetto finale si segno opposto a quello ottenuto nel primo caso, 
ovvero il blocco dell’autofagia (Sarkar et al., 2008; Figura 2). 
Recentemente è stato descritto un importante effetto del litio come agente 
neuroprotettivo. In modelli sperimentali di malattie neurodegenerative come la 
malattia di Huntington il trattamento con litio ha dimostrato avere un ruolo 
neuroprotettivo (Carmichael et al., 2002; Sarkar et al., 2008), riducendo 
significativamente i livelli di huntingtina mutata solubile e aggregata, il cui 
accumulo all’interno dei neuroni striatali è associato alla comparsa di quadri di 
sofferenza e di degenerazione neuronale (Weiss et al., 2008). Tale effetto del litio è 
apparso correlato alla clearance degli aggregati di huntingtina mutata ad opera 
degli enzimi della via autofagica, che è stato dimostrato essere specificamente 
preposta alla rimozione di molecole alterate di huntingtina (Ravikumar et al., 
2002). Pertanto, l’induzione della via autofagica è stato ritenuto il meccanismo 
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principale con cui il litio svolge il suo ruolo prottetivo nella Malattia di Huntington 
(Sarkar et al., 2005). 
Studi successivi hanno offerto nuove evidenze della potente azione del litio come 


















Figura 2. Meccanismi con cui il litio induce autofagia.  
Il litio inibisce l’inositolo monofosfatasi (IMPasi) con una Ki = 0,8 mM. Questo 
determina una riduzione dei livelli di inositolo libero intracellulare e il blocco della 
sintesi dell’inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3). In questo modo, il litio riduce la 
concentrazione citosolica di IP3, che è un inibitore endogeno della via autofagica. 
Alla stessa dose, il litio inibisce l’uptake dell’inositolo libero extracellulare da 
parte del trasportatore del mio-inositolo (SMIT) e blocca l’attività dell’inositolo 
polifosfato-1-fosfatasi (IPPasi). 
Tutti questi meccanismi portano alla riduzione dei livelli intracellulari di mio-
inositolo 1,4,5 trifosfato (IP3), determinando l’induzione dell’autofagia. 
A concentrazioni più alte, invece, il litio inibisce l’attività della glicogeno sintasi 
chinasi 3-beta (GSK-3beta), che a sua volta è in grado di attivare l’autofagia. 
Pertanto, attraverso l’azione sulla GSK-3beta il litio inibisce l’autofagia. La Ki del 




Il litio nella SLA 
Un difetto della via autofagica è stato ipotizzato anche alla base di altre malattie 
neurodegenerative, come la malattia di Parkinson (Anglade et al., 1997) e la SLA 
(Fornai et al., 2008a). In particolare, recenti studi sperimentali condotti in vari 
modelli di SLA hanno dimostrato che il trattamento cronico con basse dosi di litio 
produce un sorprendente effetto protettivo, che si manifesta con un aumento della 
sopravvivenza, un rallentamento nella progressione dei sintomi motori e 
caratterizzato, dal punto di vista istopatologico, da una preservazione delle 
caratteristiche morfologiche dei motoneuroni del midollo spinale (Shin et al., 2007; 
Feng et al., 2008; Fornai et al., 2008a). In particolare, è stato dimostrato che il 
trattamento con litio produce, nel midollo spinale dei topi G93A, un certo numero 
di effetti (rimozione degli accumuli di SOD1, di alfa-sinucleina e di ubiquitina, 
riduzione delle alterazioni mitocondriali e dello swelling neuronale, induzione di 
mitocondriogenesi) che sono tutti riconducibili all’attivazione dell’autofagia ed è 
in grado di modificare il decorso della malattia (Fornai et al., 2008a). 
L’effetto protettivo del litio nella SLA è strettamente legato all’azione inibitoria 
sulla IMPasi. Infatti, questa azione protettiva si realizza soltanto per dosi molto 
basse di litio che sono compatibili con la sua attività sull’IMPasi (Berridge et al., 
1989; Berridge e Irvine, 1989). Al contrario, a dosi più elevate il litio regola 
negativamente l’attività di un altro enzima, la GSK-3beta portando, come abbiamo 
visto, ad una regolazione negativa dell’autofagia tramite l’attivazione di mTOR 




Litio e neuronogenesi  
Un altro aspetto affascinante del litio nel sistema nervoso centrale è legato al suo 
potenziale neuronogenetico. 
E’ stato infatti dimostrato che il litio promuove un significativo aumento dei 
progenitori delle cellule neuronali (NPC) nell’ippocampo, indirizzandone il 
differenziamento verso il fenotipo neuronale calbindina D 28k-positivo (Kim et al., 
2004). L’induzione di NPC è stata osservata anche nel midollo spinale in seguito a 
trauma (Yang et al., 2006) ed è stata documentata come conseguenza della 
condizione neuropatologica associata alla SLA (Juan et al., 2007). Tuttavia, in 
queste malattie neurodegenerative croniche del midollo spinale si osserva che le 
cellule neo-formate, che è possibile visualizzare per mezzo dell’incorporazione di 
5-bromo-2-deossiuridina (BrdU), non sono capaci di differenziarsi in senso 
neuronale, ma seguono la via differenziativa che le conduce al fenotipo gliale (Juan 
et al., 2007). 
Recentemente sono emersi dati interessanti riguardo alla capacità del litio di 
modificare il destino di tali NPC nel midollo spinale di topi G93A (Fornai et al., 
2008a). E’ stato infatti dimostrato che il trattamento con litio produce la comparsa 
di nuove cellule, in cui vi è co-localizzazione di BrdU e calbindina D 28k. Tale 
effetto è accompagnato da un netto aumento del numero di cellule presenti nella 
Lamina VII dei topi G93A, che appaiono gefirina- e calbindina D 28k-positive, 
suggerendo fortemente che il trattamento cronico con litio sia in grado di 
indirizzare la differenziazione delle NPC in senso neuronale e specificamente 
verso le cellule di Renshaw (Fornai et al., 2008a). 
L’effetto neuronogenetico del trattamento cronico con sali di litio, oltre che nel 
modello murino G93A, è stato descritto anche in ratti in seguito a traumi del 
midollo spinale (Su et al., 2007). In entrambi i casi, l’aumento del numero di 
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neuroni calbindina D 28k-positivi si accompagna alla soppressione della 
proliferazione gliale. 
Il meccanismo alla base di questo effetto neuronogenetico del litio è ovviamente 
oggetto di intensi studi, ma non è da escludere che possa essere imputato ancora 
all’attivazione dell’autofagia, che di per sé riduce la gliosi (Su et al., 2007; Fornai 
et al., 2008a).  
Recentemente è apparso in questo scenario un nuovo elemento che potrebbe 
mediare l’effetto neuroprotettivo del litio specificamente nella SLA: il fattore di 
crescita dell’endotelio vasale (VEGF). Infatti il litio aumenta i livelli di VEGF nei 
vasi cerebrali e nella glia dell’uomo (Guo et al., 2009). E’ noto che il VEGF 
stimola la crescita dei neuriti (Sondell et al., 2000; Rosenstein et al., 2003), la 
sopravvivenza neuronale (Jin et al., 2000; Ogunshola et al., 2002) e promuove la 
neuronogenesi (Jonsson et al., 2006). Il VEGF appartiene ad una famiglia che 
comprende VEGF-A e VEGF-B: quest’ultimo sembra essere il maggior 
responsabile dell’effetto protettivo osservato nella SLA, avendo come target 
specifico i motoneuroni. E’ stato dimostrato che in coltura il VEGF-B protegge i 
motoneuroni dalla degenerazione (Poesen et al., 2008) e, se iniettato nei ventricoli 
cerebrali, prolunga la sopravvivenza di ratti che esprimono la SOD1 mutata 
(Storkebaum et al., 2005). Inoltre, i topi G93A con livelli ridotti di VEGF 
mostrano un fenotipo più severo dei loro littermate (Lambrechts et al., 2003), 
mentre l’over-espressione di VEGF ritarda la neurodegenerazione e aumenta la 
sopravvivenza (Azzouz et al., 2004; Zheng et al., 2004; Storkebaum et al., 2005). 
In generale, nei pazienti affetti da SLA, è stato visto che l’espressione di VEGF 
diminuisce nel midollo spinale (Brockington et al., 2006). L’attività biologica del 
VEGF è mediata dal suo legame con il recettore e porta all’inibizione della GSK-
3beta e alla modulazione dell’espressione del VEGF attraverso la stabilizzazione 
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della β-catenina, uno dei substrati della GSK-3beta (Skurk et al., 2005). Il 
coinvolgimento di altre vie nel meccanismo d’azione del litio è in linea con i 
molteplici effetti del litio sul SNC. Queste ed altre recenti scoperte supportano 
l’ipotesi che il litio promuova i processi morfogenetici, compresi neurogenesi, 
neuronogenesi e sinaptogenesi, attraverso la modulazione dei meccanismi di base 
della biologia cellulare, probabilmente ripercorrendo quegli step che avvengono 





















INTRODUZIONE ALLO STUDIO SPERIMENTALE 
 
Nuclei e nervi cranici  
Nell’ambito delle dodici paia di nervi cranici (Figura 3), dieci appartengono, per 
provenienza e destinazione, al tronco encefalico. 
I nervi oculomotore (3N) e trocleare (4N), nervi effettori, originano dal 
mesencefalo e innervano i muscoli che controllano i movimenti oculari.  
Il ponte contiene quattro paia di nervi cranici: 
- il nervo trigemino (5N) è un nervo misto, in quanto ha sia una funzione 
sensitiva (innervazione somato-sensitiva del volto e della cute, delle 
mucose del cavo orale, dei denti e delle cavità nasali) che motoria 
(innervazione dei muscoli masticatori). 
- Il nervo abducente (6N) è un nervo motore che, come i nervi oculomotore e 
trocleare, innerva i muscoli del bulbo oculare. 
- Il nervo faciale (7N) è un nervo misto, con una radice motoria, che innerva 
i muscoli mimici e una radice sensitiva, importante per la percezione del 
gusto in quanto innerva i recettori gustativi della lingua.  
- Il nervo vestibolo-cocleare (8N) è un nervo esclusivamente sensitivo ed è 
costituito da due parti distinte: la componente vestibolare, responsabile del 
mantenimento dell’equilibrio, innerva i canali semicircolari, il sacculo, 
l’otricolo; la componente cocleare innerva l’organo di Corti, raccogliendo 
le informazioni uditive.  
Il bulbo presenta quattro paia di nervi cranici, ciascuno dei quali è costituito da 
numerose radici che originano da differenti zone in senso rostro-caudale:  
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- il nervo glossofaringeo (9N), è un nervo misto, con una preminente 
componente sensitiva, che ha come funzione principale quella di fornire 
l’innervazione sensitiva della faringe e di innervare i recettori gustativi del 
terzo posteriore della lingua. Un piccolo contingente di fibre motrici 
somatiche, che originano dal nucleo ambiguo, si distribuiscono al muscolo 
costrittore superiore della faringe e al muscolo stilofaringeo. 
- Il nervo vago (10N), un nervo misto, ha numerosissime funzioni sensitive 
ed effettrici, sia somatiche che viscerali. In particolare, la componente 
motoria somatica del nervo vago (destinata alla muscolatura striata della 
faringe, della parte superiore dell’esofago e della laringe) proviene dal 
nucleo ambiguo, situato nel bulbo, mentre la componente motoria viscerale 
(responsabile della maggior parte dell’innervazione autonoma viscerale) 
proviene dal nucleo motore dorsale del vago, situato anch’esso nel bulbo. 
- I nervi accessorio (11N) ed ipoglosso (12N) hanno solamente la 
componente motoria, innervando rispettivamente alcuni muscoli del collo e 
i muscoli della lingua.  
 
I nuclei sensitivi e motori del tronco encefalico sono analoghi rispettivamente alle 
corna posteriori e a quelle anteriori del midollo spinale. Infatti, nell’embriogenesi i 
precursori neuronali di tutto il SNC sono rappresentati da cellule che si trovano 
nella zona ventricolare della cavità del tubo neurale. Tali precursori migrano per 
andare a formare due ammassi di neuroni in via di sviluppo, la lamina alare e la 
lamina basale. Inizialmente la lamina alare è localizzata nella porzione dorsale 
della parete del tubo neurale e media le funzioni sensitive; la lamina basale è 
invece localizzata nella porzione ventrale della parete del tubo neurale e media le 
funzioni effettrici. Si viene così a creare un’organizzazione funzionale secondo uno 
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schema dorso-ventrale. I neuroni che si sviluppano dalla lamina alare vanno a 
costituire gli interneuroni e i neuroni di proiezione delle corna posteriori del 
midollo spinale; la maggior parte dei neuroni che si sviluppa dalla lamina basale dà 
invece origine agli interneuroni e ai motoneuroni delle corna anteriori del midollo 
spinale.  
Al contrario, nel bulbo e nel ponte in via di sviluppo i cordoni di cellule delle 
lamine alari e basali perdono presto l’originario orientamento dorso-ventrale tipico 
del tubo neurale e si allineano dalla superficie laterale verso la linea mediana. 
Tutto ciò si verifica in quanto in corrispondenza del passaggio dal midollo spinale 
al tronco encefalico, la cavità del tubo neurale “si apre” sulla superficie dorsale per 
formare il IV ventricolo. La sostanza grigia viene così a sua volta ad aprirsi come 
le pagine di un libro: ciò che nel midollo spinale è posteriore nel tronco 
dell’encefalo diventa laterale e ciò che nel midollo spinale è anteriore nel tronco 
dell’encefalo si ritrova mediale. 
Un’ulteriore differenza consiste nel fatto che a livello del midollo spinale la 
periferia muscolare si sviluppa a partire da specifiche unità di origine 
mesodermica, i “somiti”, a ciascuno dei quali corrisponde una vertebra e un 
segmento del midollo spinale. Ogni segmento del midollo spinale fornisce 
l’innervazione sensitiva e motoria alla cute e ai muscoli di una particolare regione 
del corpo, quella che deriva dallo stesso somite dal quale ha avuto origine quel 
determinato segmento del midollo spinale. La segmentazione del midollo spinale è 
presente anche a sviluppo ultimato e corrisponde alla serie di radici posteriori e 
anteriori che emergono dalla superficie stessa del midollo.  
I muscoli striati cranici si sviluppano sia dai somiti occipitali sia dagli archi 
branchiali, strutture che si formano durante lo sviluppo embrionale in 
corrispondenza della superficie rostrale dell’embrione, ricoperte esternamente 
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dall’ectoderma ed internamente dall’entoderma. Gli archi branchiali daranno 
origine alla muscolatura branchiale (muscoli del palato molle, della faringe, della 
laringe, della parte superiore dell’esofago, muscoli mimici e masticatori), che sarà 
innervata dai nuclei motori branchiali, localizzati ventralmente alla superficie 
acqueduttale. 
Quindi, la posizione dei motoneuroni che innervano muscoli di origine diversa 
(branchiomerica) è differente rispetto a quella dei motoneuroni che innervano i 
muscoli di origine somatica. Pertanto, nel tronco dell’encefalo le colonne motorie 
somatiche si trovano in “prima posizione”, medialmente rispetto al solco limitante, 
mentre le colonne branchiomeriche (corrispondenti ai nuclei motori somatici dei 
nervi 5N, 7N, 9N, 10N) si trovano in posizione più arretrata, nella regione della 





Figura 3. Tronco encefalico visto dorsalmente. 








SCOPO DELLO STUDIO 
 
Il primo obiettivo di questo studio è stato quello di analizzare in maniera 
sistematica e da un punto di vista prettamente morfologico tutti i nuclei motori del 
tronco dell’encefalo nel topo G93A, cercando di descrivere in modo esauriente il 
loro coinvolgimento nella SLA. 
Inoltre, visti i risultati dimostrati a livello midollare, l’indagine morfologica si è 
rivolta ad analizzare i potenziali effetti protettivi del trattamento cronico con sali di 
litio anche a livello dei nuclei motori del tronco encefalico.  
Nel corso del trattamento, gli animali sono stati sottoposti ad osservazioni 
comportamentali, basate sull’impiego di test motori in grado di rivelare 
l’insorgenza dei sintomi e, pertanto, di documentare l’inizio della malattia. 
L’analisi morfologica è stata condotta in microscopia ottica convenzionale e in 
microscopia confocale. In particolare, per ogni nucleo motore del tronco encefalico 
sono state eseguite analisi stereologiche, istochimiche e immunoistochimiche, allo 
scopo di valutare la presenza di cambiamenti nel numero dei motoneuroni, nella 
loro morfologia e nell’immunopositività per specifiche proteine. 
Gli studi sul midollo spinale hanno mostrato una perdita delle afferenze inibitorie, 
provenienti dalle cellule di Renshaw, ai motoneuroni. 
Poiché le cellule di Renshaw non sono presenti nei nuclei motori del tronco 
dell’encefalo, l’analisi delle afferenze ai motoneuroni è stata ottenuta analizzando 
la densità dei bottoni sinaptici sui corpi cellulari dei motoneuroni nel nucleo del 
nervo ipoglosso. Del resto, un recente studio ha documentato una perdita di bottoni 
sinaptici calbindina-positivi nei motoneuroni del midollo spinale del topo G93A 
(Chang e Martin, 2009). 
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Infine, un ulteriore aspetto indagato in questo studio è stato il potenziale effetto 
neurogenetico del trattamento cronico con litio nel tronco encefalico. Sono stati 
quindi impiegati animali preventivamente trattati con il precursore modificato del 
DNA, BrdU, nei quali è stata valutata l’entità dell’incorporazione nucleare di tale 
composto all’interno dei nuclei motori del tronco encefalico. 
Tutti gli studi sono stati condotti su animali transgenici G93A giunti al termine del 





















MATERIALI E METODI 
 
Gruppi sperimentali 
Per tutti gli esperimenti sono stati utilizzati topi transgenici G93A, maschi, di 58 
giorni, e relativi wild-type littermate, forniti dai laboratori Jackson (Bar Harbor, 
Maine,USA ). Gli animali sono stati stabulati in numero di 3 per gabbia per 7 
giorni prima dell’inizio delle procedure sperimentali, con libero accesso a cibo e 
acqua ad libitum, cicli di luce/buio di 12 ore ciascuno e temperatura costante di 
20°C. 





Il trattamento (con soluzione salina o carbonato di litio) è iniziato allo stadio pre-
sintomatico, corrispondente a 67 giorni di età. Gli animali hanno ricevuto 
soluzione salina (cloruro di sodio 0,9%) o carbonato di litio (corrispondente ad una 
dose di litio di 1 mEq/Kg; Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA), somministrati per 
via intraperitoneale (i.p.) a giorni alterni. 
Il volume di iniezione è stato di 200 μl. 
Sottogruppi di animali hanno ricevuto iniezioni di BrdU (50 mg/kg, i.p., a giorni 
alterni; Sigma) a partire dal 100° giorno di età. 
Prima dell’inizio del trattamento sono stati condotti test comportamentali per 
determinare il momento esatto dell’insorgenza dei sintomi. Le valutazioni 
comportamentali sono state ripetute nel corso del trattamento con frequenza 
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settimanale per documentare la progressione dei sintomi (vedi più avanti “Analisi 
comportamentale”). 
Tutti gli animali sono stati sacrificati al raggiungimento dello stadio tetraplegico. 
Gli esperimenti sono stati condotti in accordo con il Consiglio Direttivo Europeo  






















I test comportamentali, eseguiti a partire dal 65° giorno di vita, hanno permesso di 
valutare la diminuzione dell’attività motoria, della forza muscolare e della 
coordinazione. Inoltre, sono stati valutati la perdita del riflesso di abduzione e il 
tremore. I test motori eseguiti sono stati i seguenti: stride lenght test, paw grip 
endurance (PaGE) test, rotarod. 
I test motori, eseguiti da due osservatori in cieco, sono stati ripetuti ogni settimana 
per tutti i gruppi sperimentali per evitare bias dovuti all’insorgenza di abitudine. 
Come parametro aggiuntivo, è stato controllato il peso corporeo. 
I dati ottenuti sono stati analizzati utilizzando l’analisi della varianza ANOVA in 
combinazione con il test post-hoc di Scheffè; l’ipotesi nulla è stata rifiutata per 
p<0,05. 
Stride length test 
Lo stride length test è stato eseguito, seppur con piccole modifiche, secondo il 
metodo descritto da Fernagut (Fernagut et al, 2002). 
Gli animali sono stati posti all’interno di un box (80x80x30 cm) illuminato, nel 
quale un corridoio delle dimensioni di 75x5 cm serviva a condurli all’interno di un 
piccolo locale buio (20x15x10 cm). Le zampe posteriori degli animali sono state 
colorate con inchiostro blu in modo che le tracce del loro spostamento potessero 
rimanere impresse sulla carta posta sul pavimento del corridoio. La lunghezza dei 
passi, data dalla distanza tra due impronte successive, è stata così misurata 
manualmente (cm). 
Per ogni tragitto sono state misurate le tre distanze maggiori, che sono state 
considerate corrispondenti alla massima velocità di spostamento dell’animale. La 
media tra queste tre misure ha fornito il dato finale relativo all’animale stesso.  
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Paw grip endurance (PaGE) test 
La forza muscolare è stata valutata con il PaGE test (Weydt et al., 2003). 
Gli animali sono stati posti, uno alla volta, su una griglia, che veniva agitata per 
indurli ad aggrapparsi alla griglia stessa (Shin et al., 2007). Questa è stata poi 
lentamente capovolta ed è stato registrato il tempo durante il quale il topo è rimasto 
aggrappato alla griglia. La durata massima di ogni prova del test è stata di 90 
secondi. 
Per ogni topo sono stati misurati tre tempi distinti, il maggiore dei quali è stato è 
stato considerato come il dato finale relativo all’animale stesso. 
Rotarod test 
La perdita dell’attività motoria à stata valutata con il Rotarod (Columbus 
Instruments, Columbus, OH). 
Ogni topo è stato messo su una ruota che girava alla velocità di 15 rpm ed è stato 
registrato il tempo durante il quale il topo è rimasto sulla ruota senza cadere (fino a 
un massimo di 600 sec). Per ogni animale sono state eseguite tre prove consecutive 











Gli animali sono stati sacrificati mediante anestesia con cloralio idrato e perfusi 
con soluzione salina e paraformaldeide al 4% (in tampone fosfato 0,1 M, pH 7.3), i 
loro encefali prelevati, immersi nella stessa soluzione di fissativo per 24 ore e 
successivamente trasferiti in alcol al 70% overnight a 4°C. I campioni sono stati 
disidratati mediante passaggi successivi in alcol a concentrazione crescente, 
immersi in xilolo per qualche ora e infine inclusi in paraffina (Merck, temperatura 
di fusione 56-58°C). Gli encefali sono stati tagliati in sezioni coronali per mezzo di 
un microtomo, che ha permesso di ottenere fettine di 7-8 µm di spessore. Sezioni 
corrispondenti ai nuclei motori del tronco dell’encefalo sono state raccolte in un 
preciso ordine anatomico e montate su vetrini polilisinati; per l’identificazione dei 
nuclei ci siamo serviti dell’atlante del topo Paxinos & Franklin (2004) basato sulle 
coordinate stereotassiche. 
Le sezioni sono state asciugate a 37°C, immerse in xilolo per rimuovere la 
paraffina e reidratate mediante passaggi successivi in alcol a concentrazione 
decrescente. 
Sulle sezioni è stata infine effettuata l’analisi istologica, stereologica ed 
immunoistochimica (immunofluorescenza), che hanno consentito di analizzare gli 
effetti del trattamento cronico con litio sulla morfologia e sul numero di neuroni 
nei nuclei motori del tronco dell’encefalo. 
Colorazioni istologiche 
Per l’analisi stereologica dei neuroni dei nuclei del tronco dell’encefalo, sezioni 
seriate di 8 μm (raccolte come descritto più avanti nel paragrafo dedicato) sono 
state colorate con cresyl violetto. Un set parallelo di sezioni è stato colorato con 
ematossilina-eosina ed è stato destinato all’analisi morfologica. Tutte le sezioni 
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sono state montate con balsamo DPX e vetrino coprioggetto ed osservate al 
microscopio ottico (Nikon Eclipse 80i, Giappone).  
Analisi stereologica 
L’analisi stereologica è stata condotta su sezioni seriate, non consecutive, colorate 
con cresyl violetto. Le sezioni sono state poi osservate al microscopio ottico, dove 
è stata condotta una conta del numero dei motoneuroni per ciascun nucleo.  
L’identificazione dei nuclei del tronco encefalico è stata confermata utilizzando le 
corrispondenti tavole dell’atlante del topo di Paxinos e Franklin (2004) basato sulle 
coordinate stereotassiche. 
Per ciascun nucleo sono state analizzate sezioni a livello delle seguenti coordinate 
stereotassiche (espresse in mm posteriori al bregma): 
a. 3.80-4.24 per il nucleo del nervo oculomotore; 
b. 4.36-4.48 per il nucleo del nervo trocleare; 
c. 4.96-5.34 per il nucleo motore del trigemino; 
d. 5.52-5.80 per il nucleo del nervo abducente; 
e. 5.68-6.48 per il nucleo del nervo faciale; 
f. 6.70-8.00 per il nucleo ambiguo; 
g. 6.50-7.90 per il nucleo motore dorsale del vago; 
h. 7.00-8.12 per il nucleo del nervo ipoglosso.  
La perdita neuronale è stata valutata mediante conte del numero di neuroni ad un 
ingrandimento di 20x, eseguite da due diversi osservatori in cieco. 
Poiché i nuclei motori dei nervi cranici sono ben definiti da un punto di vista 
morfologico, sono stati contati i neuroni di tutti i nuclei. Per essere sicuri di 
analizzare neuroni diversi, le conte sono state effettuate su una sezione ogni 
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cinque, in modo che fossero distanziate di circa 50 μm l’una dall’altra, in accordo 
con vari autori (Haenggeli and Kato, 2002; Lladò et al., 2006).  
I motoneuroni sono stati identificati seguendo uno stretto criterio morfologico: 
cellule multipolari con citoplasma scuro, nucleo non condensato, chiaro e nucleolo 
ben evidente. I neuroni del tronco dell’encefalo, infatti, sono generalmente più 
piccoli di quelli spinali; inoltre, esiste una certa variabilità nelle dimensioni dei 
motoneuroni tra i diversi nuclei del tronco encefalico. Per questo motivo, la nostra 
analisi ha preso in esame tutti i neuroni con un diametro maggiore di 15 μm, 
misurato mediante utilizzo di un software di analisi dell’immagine (Molecurar 
Machine and Industries & AG. Glattburgh, Switzerland), che consente di disegnare 
il diametro della cellula osservata e di leggere automaticamente il corrispondente 
valore numerico. 
Il numero di neuroni per topo ottenuto da ciascun osservatore è stato usato per 
ottenere il valore medio per ogni gruppo. Per l’analisi statistica i dati sono stati 
confrontati per mezzo dell’ANOVA, seguita da test posthoc; l’ipotesi nulla è stata 
rifiutata per p<0,05. 
Immunofluorescenza 
Per l’immunofluorescenza le sezioni sono state incubate con una soluzione di siero 
bloccante (normal donkey serum 5%, Triton X-100 0,3%, tampone fosfato), per 1 
ora a temperatura ambiente, e successivamente con anticorpi primari diretti contro: 
- la proteina gliale fibrillare acida (GFAP, 1:500, Chemicon, Billerica, MA 
USA), per valutare la proliferazione gliale; 
- la colino acetil-transferasi (ChAT, 1:100, Chemicon), per valutare la 
densità dei bottoni sinaptici sui motoneuroni (quantificando così le 
terminazioni nervose eccitatorie); 
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- la BrdU (1:500, Sigma), per valutare la neurogenesi; 
- il NeuN (NueN, 1:100, Chemicon), per identificare la popolazione 
neuronale. 
Tutti gli anticorpi primari sono stati diluiti in una soluzione contenente tampone 
fosfato e TritonX-100 ed incubati overnight a 4°C. 
Successivamente, le sezioni sono state incubate per 2 ore a temperature ambiente 
con gli anticorpi secondari (Jackson Immunoresearch Laboratories) coniugati a 
Cy5 (colore blu), Cy3 (colore rosso) e Cy2 (colore verde). 
Tutti gli anticorpi secondari sono stati usati alla diluizione di 1:100. 
Le sezioni processate per l’immunofluorescenza sono state osservate al 
microscopio confocale a scansione laser (CLSM, Zeiss) dotato di quattro fasci di 
luci laser (488 [Cy2], 543 [Cy3], 633 [Cy5], utilizzando il programma di analisi 

















Il litio migliora i test comportamentali e aumenta la sopravvivenza 
nel topo G93A 
Il trattamento cronico con litio ha prolungato il tempo medio di sopravvivenza dei 
topi G93A da 133,33±0,84 a 147,33±2,02 giorni, aumentando la durata della 
malattia. Inoltre, i topi G93A trattati con litio hanno mostrato un’attività motoria 
significativamente migliore rispetto a quelli che hanno ricevuto salina e tale 
miglioramento è stato registrato in tutti i test comportamentali eseguiti (stride 
length test, PaGE test, rotarod test; dati non mostrati). 
In particolare, le attività motorie dei topi G93A trattati con salina registrate ai vari 
test comportamentali hanno mostrato peggioramenti significativi in confronto ai 
topi G93A trattati con litio ai seguenti tempi: al 121° giorno per lo stride length 
test (4,92±0,08 cm vs 5,52±0,09 cm), al 73° giorno per il PaGE test (68,33±8,03 
sec vs 90 sec-tempo max), al 93° giorno per il rotarod (332,67±65,77 sec vs 600 
sec-tempo max). 











I nuclei motori dei nervi encefalici del topo G93A sono coinvolti nei processi 
degenerativi tipici della SLA: effetto del litio 
Analisi stereologica 
Dalla conta stereologica è emerso che nei topi G93A trattati con salina, rispetto ai 
topi WT, si ha una significativa perdita neuronale a livello dei nuclei motori del 
trigemino (117,76±19,95 vs 236,83±25,00), del faciale (238,42±21,77 vs 
528,92±42,30), del nucleo ambiguo (63,67±3,33 vs 155,00±15,00) e del nucleo 
ipoglosso (132,39±12,96 vs 422,80±42,12) (Figure 4a-7a). 
In particolare, la maggiore perdita neuronale è stata osservata nel nucleo ipoglosso, 
dove si ha una riduzione del 68,69% nel numero di motoneuroni contati nei topi 
G93A trattati con salina rispetto a quelli contati nei topi WT; tale riduzione è 
leggermente inferiore, seppur significativa, negli altri nuclei interessati dalla 
malattia (58,92% nel nucleo ambiguo, 54,92% nel nucleo faciale, 50,28% nel 
nucleo motore del nervo trigemino). 
Sorprendentemente, la perdita neuronale non coinvolge soltanto i nuclei motori 
somatici dei nervi cranici, ma si estende anche ad un nucleo effettore viscerale, il 
nucleo motore dorsale del nervo vago. In questo nucleo è stata infatti misurata una 
riduzione cellulare del 31,34% nei topi G93A trattati con salina rispetto ai topi WT 
(da 140,75±30,28 a 205,00±27,12; Figura 8a). 
Il trattamento con litio si è rivelato protettivo per tutti i nuclei motori somatici lesi 
in quanto ha ridotto notevolmente la perdita cellulare, preservando parzialmente il 
numero dei motoneuroni (Figure 4a-7a). 
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In particolare nei topi G93A trattati con litio, rispetto a quelli trattati con salina, 
l’incremento nella popolazione neuronale è del 53,41% nel nucleo motore del 
faciale (365,76±13,05 vs 238,42±21,77), del 34,66% nel nucleo motore del 
trigemino (158,58±6,38 vs 117,76±19,95) e del 37,03% nel nucleo dell’ipoglosso 
(181,42±3,73 vs 132,39±12,96). 
Il maggiore effetto protettivo del litio è stato osservato nel nucleo ambiguo 
(Figura 6a) dove l’incremento nel numero di motoneuroni rispetto ai topi G93A 
trattati con salina è del 79,05% (114±4 vs 63,67±3,33). 
Nessun effetto protettivo del litio è stato invece osservato nel nucleo motore 
dorsale del vago, caratterizzato da una marcata riduzione cellulare in tutti gli 
animali G93A analizzati (Figura 8a). 
I valori riportati nei grafici sono espressi come la media ± l’errore standard (ES). 
L’ipotesi nulla è stata rifiutata per p<0,05. 
Analisi istologica 
L’analisi stereologica è stata affiancata da un’indagine di tipo qualitativo, che ha 
messo in evidenza, da un punto di vista prettamente morfologico, la presenza di 
un’estesa degenerazione in tutti i nuclei lesi dei topi G93A trattati con salina. In 
particolare, a basso ingrandimento appare evidente la diminuzione della densità 
neuronale nei nuclei motori dei nervi trigemino (Figura 4b), faciale (Figura 5b), 
nel nucleo ambiguo (Figura 6b) e nel nucleo ipoglosso (Figura 7b) dei topi G93A 
trattati con salina rispetto ai topi WT. 
In particolare, come visibile nelle immagini ad alto ingrandimento, i pochi neuroni 
superstiti presentano una morfologia alterata, caratterizzata da una forma più 
irregolare e da un citoplasma più diluito e vacuolizzato (Figure 4b-7b). La 
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vacuolizzazione è particolarmente evidente nei motoneuroni del nucleo ambiguo e 
del nucleo ipoglosso (Figure 6b e 7b, rispettivamente).  
Il litio protegge i motoneuroni dalla degenerazione e preserva la normale 
morfologia dei motoneuroni nei topi G93A. In seguito a trattamento con litio, 
infatti, l’aspetto istologico dei nuclei appare normale e la densità neuronale è 
maggiore rispetto a quella osservata nei topi G93A trattati con salina (Figure 4b-
7b, cresyl violetto). Inoltre, il trattamento con litio attenua sensibilmente le 
alterazioni morfologiche nei motoneuroni superstiti, il cui citoplasma appare più 
denso e meno vacuolizzato rispetto a quello dei topi G93A trattati con salina, come 
evidenziato dall’intensa basofilia (Figure 4b-7b, ematossilina-eosina). 
Consistente con l’estesa degenerazione rilevata nel nucleo motore dorsale del 
nervo vago di tutti gli animali G93A, la popolazione cellulare e le caratteristiche 
morfologiche dei singoli motoneuroni presentano un quadro di alterazione simile a 
quello descritto per i motoneuroni degli altri nuclei, che non viene modificato dal 
trattamento con litio (Figura 8b, ematossilina-eosina). 
I nuclei oculomotori del topo G93A sono preservati dalla degenerazione: 
effetto del litio 
Analisi stereologica 
I nuclei oculomotori (oculomotore, trocleare, abducente; Figure 9-11), 
contrariamente a quanto visto per gli altri nuclei motori, sono preservati nei topi 
G93A. 
La conta stereologica non ha riportato differenze significative nel numero di 
neuroni contati in questi topi rispetto a quelli contati nei topi WT (Figure 9a-11a), 
dimostrando che questi nuclei vengono risparmiati dalla degenerazione in tutti gli 
animali transgenici analizzati.  
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Il trattamento con litio non ha modificato tali risultati, infatti il numero di 
motoneuroni contati nei nuclei oculomotori dei topi G93A trattati con salina è 
paragonabile a quello contato negli stessi nuclei dei topi G93A trattati con litio 
(Figure 9a-11a). 
Analisi istologica 
Le colorazioni istochimiche non hanno mostrato cambiamenti evidenti nell’aspetto 
istologico dei nuclei oculomotori dei topi G93A, nei quali la densità cellulare 
appare normale, simile a quella degli animali di controllo (Figure 9b-11b, cresyl 
violetto).  
Anche la morfologia neuronale è apparentemente preservata; ad alto ingrandimento 
i motoneuroni presentano la normale forma multipolare, nucleo e nucleolo ben 
evidenti e un citoplasma intensamente basofilo e privo della vacuolizzazione 
osservata nei nuclei che vanno incontro a degenerazione (Figure 9b-11b, 
ematossilina-eosina). 
Il trattamento con litio non ha modificato tali caratteristiche. 
Il trattamento con litio riduce l’immunopositività per la GFAP e incrementa 
la captazione di BrdU nei nuclei lesi 
La tripla immunofluorescenza per GFAP, NeuN e BrdU in microscopia confocale 
ha consentito di osservare l’immunopositività per questi marker in maniera 
concomitante nella stessa sezione istologica. 
Come mostrato nell’immagine rappresentativa relativa al nucleo motore del nervo 
faciale in Figura 12, i topi G93A trattati con salina presentano un’intensa 
immunofluorescenza per la GFAP rispetto ai topi WT (in verde), a cui si 
accompagna una notevole perdita di cellule NeuN-positive, come dimostrato dalla 
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diminuzione del segnale immunofluoresente per questo marcatore neuronale (in 
rosso). 
Il trattamento con litio ha ridotto la GFAP-immunopositività e ha provocato un 
incremento di cellule NeuN-positive (Figura 12). 
Infine, l’immunofluorescenza per la BrdU ha rilevato interessanti effetti del 
trattamento con litio sulla comparsa di nuove cellule all’interno dei nuclei motori 
lesi. Infatti, l’immunopositività per la BrdU, che tra l’altro appare moderatamente 
incrementata nei topi G93A trattati con salina rispetto ai WT, risulta marcatamente 
incrementata nei topi G93A in seguito al trattamento con litio (Figura 12, in blu). 
Il dato singolare è rappresentato non tanto dal rilevamento del semplice incremento 
dell’immunopositività per tale precursore del DNA, ma soprattutto dalla sua co-
localizzazione con il marcatore neuronale NeuN, che si verifica essenzialmente 
soltanto nei neuroni dei topi G93A trattati con litio, come dimostrato dalla 
comparsa di un quarto colore, il rosa, come risultato del “merge” tra i due marker 
NeuN+BrdU (rosso+blu, rispettivamente) (Figura 12). 
Un simile quadro immunoistochimico è stato osservato in tutti i nuclei motori lesi 
(dati non mostrati). 
Al contrario, nei nuclei oculomotori dei topi G93A, sia trattati con salina che con 
litio, non sono stati osservati cambiamenti significativi nell’immunopositività per 
queste proteine, che appare paragonabile in tutti i gruppi di trattamento (dati non 
mostrati). 
Il litio ripristina i bottoni sinaptici ChAT-positivi sui motoneuroni del nucleo 
ipoglosso 
L’immunofluorescenza per la ChAT, condotta su sezioni del nucleo ipoglosso, ha 
consentito di evidenziare i bottoni sinaptici sui motoneuroni di questo nucleo. 
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Come mostrato in Figura 13, nei topi G93A trattati con salina si osserva una 
deplezione dei bottoni sinaptici ChAT-positivi rispetto ai topi WT. Anche in 
questo caso, il trattamento con litio si è rivelato efficace nel promuovere una 
evidente preservazione di tali bottoni sinaptici, la cui densità sui corpi cellulari dei 
motoneuroni dei topi G93A trattati con litio appare simile a quella osservata nei 
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Figura 4. Nucleo motore del nervo trigemino (5N). 
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo motore del nervo 
trigemino. 
(a) In grafico sono riportati i risultati relativi alla conta stereologica dei 
motoneuroni nei vari gruppi. Si osservi il drammatico decremento nel numero dei 
motoneuroni degli animali G93A trattati con salina e la loro parziale preservazione 
nei topi G93A trattati con litio. 
(b) I dati qualitativi istologici mostrano, a basso ingrandimento (cresyl violetto), 
una normale densità neuronale nei topi WT trattati con salina o con litio, mentre 
nei topi G93A trattati con salina si osserva una netta riduzione della popolazione 
neuronale. In particolare, ad alto ingrandimento (ematossilina-eosina) i pochi 
neuroni superstiti presentano un citoplasma più diluito, vacuolizzato, e una forma 
più irregolare. Nei topi G93A trattati con litio la densità neuronale appare 
maggiore rispetto al trattamento con salina e anche la morfologia neuronale appare 
preservata. 
*p≤0,01 vs WT+salina, #p≤0,05 vs G93A+salina. 
La barra corrisponde a: 47,05 μm (ematossilina-eosina); 640 μm (cresyl violetto). 
 
Figura 5. Nucleo motore del nervo faciale (7N). 
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo motore del nervo faciale. 
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(a) Le conte stereologiche riportate nel grafico dimostrando la severa perdita di 
motoneuroni nel nucleo dei topi G93A trattati con salina e la loro parziale 
preservazione nei topi G93A trattati con litio. 
(b) Le colorazioni istologiche con cresyl violetto ed ematossilina-eosina mostrano 
la severa degenerazione presente nel nucleo faciale dei topi G93A trattati con 
salina e il normale aspetto istologico dei motoneuroni negli animali WT. Il litio 
protegge i motoneuroni del nucleo faciale dei topi G93A. Nelle immagini a basso 
ingrandimento (cresyl violetto) si nota una maggiore densità neuronale nei topi 
G93A trattati con litio, in contrasto con la marcata riduzione cellulare che 
caratterizza gli stessi animali trattati con salina. Ad alto ingrandimento 
(ematossilina-eosina) la morfologia neuronale dei topi G93A trattati con litio 
appare normale, senza le alterazioni tipiche della degenerazione. 
*p≤0,01 vs WT+salina, #p≤0,01 vs G93A+salina. 
La barra corrisponde a: 40 μm (ematossilina-eosina); 552 μm (cresyl violetto). 
 
Figura 6. Nucleo ambiguo (9/10N). 
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo ambiguo. 
(a) Il grafico mostra il netto decremento nel numero di neuroni nel nucleo ambiguo 
dei topi G93A rispetto ai topi WT e il significativo incremento del numero 
cellulare nei topi G93A in seguito a trattamento con litio rispetto ai G93A trattati 
con salina. 
(b) L’aspetto istologico del nucleo ambiguo appare normale nei topi WT trattati 
con salina o con litio, mentre si osserva un’estesa degenerazione nei topi G93A 
trattati con salina (cresyl violetto). Il trattamento con litio dei topi G93A preserva il 
normale aspetto istologico del nucleo e la morfologia dei motoneuroni; in 
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particolare, nelle immagini ad alto ingrandimento (ematossilina-eosina) si nota che 
la vacuolizzazione e la irregolare morfologia che caratterizzano i motoneuroni dei 
topi G93A trattati con salina sono fortemente attenuate nei topi G93A trattati con 
litio.  
*p≤0,01 vs WT+salina, #p≤0,05 vs G93A+salina. 
La barra corrisponde a: 40 μm (ematossilina-eosina); 454,4 μm (cresyl violetto). 
 
Figura 7. Nucleo del nervo ipoglosso (12N). 
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo motore del nervo 
ipoglosso. 
(a) Nel grafico sono riportati i risultati delle conte cellulari, che mostrano la 
riduzione del numero di motoneuroni nel nucleo del nervo ipoglosso degli animali 
G93A trattati con salina e la loro parziale preservazione nei topi G93A trattati con 
litio. 
(b) A basso ingrandimento (cresyl violetto) è ben visibile la severa perdita 
neuronale nei topi G93A trattati con salina, mentre in seguito a trattamento con il 
litio la densità neuronale all’interno del nucleo appare maggiore rispetto a quella 
dei topi G93A trattati con salina. L’effetto protettivo del litio negli animali G93A è 
evidente anche nelle immagini ad alto ingrandimento (ematossilina-eosina), dove 
si osserva la preservazione della morfologia neuronale; al contrario, un’estesa 
vacuolizzazione caratterizza la degenerazione dei motoneuroni dei topi G93A 
trattati con salina. 
*p≤0,001 vs WT+salina, #p≤0,05 vs G93A+salina. 
La barra corrisponde a: 40 μm (ematossilina-eosina); 444 μm (cresyl violetto). 
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Figura 8. Nucleo motore dorsale del nervo vago (10N). 
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo motore dorsale del nervo 
vago. 
(a) L’analisi stereologica, i cui dati sono riportati in grafico, conferma il 
decremento nella popolazione neuronale del nucleo dorsale del vago di tutti i topi 
G93A: il trattamento con litio, infatti, non modifica l’entità della degenerazione 
dovuta alla malattia. 
(b) Nelle immagini in cresyl violetto (basso ingrandimento), si osserva la marcata 
depauperazione cellulare nei topi G93A sia trattati con salina che con litio; ad alto 
ingrandimento (ematossilina-eosina) i neuroni superstiti appaiono sofferenti, di 
forma irregolare e con citoplasma vacuolizzato. 
*p≤0,05 vs WT.  
La barra corrisponde a: 40 μm (ematossilina-eosina); 444 μm (cresyl violetto). 
 
Figura 9. Nucleo del nervo oculomotore (3N). 
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo oculomotore. 
(a) Dalla conta stereologica risulta che il nucleo oculomotore è risparmiato dalla 
degenerazione nei topi G93A. I dati riportati in grafico dimostrano infatti la 
preservazione del nucleo oculomotore dalla degenerazione in tutti gli animali 
transgenici analizzati, che possiedono un numero di motoneuroni paragonabile a 
quello dei topi WT. 
(b) Le colorazioni istochimiche mostrano che la densità (cresyl violetto) e la 
morfologia (ematossilina-eosina) neuronali nel nucleo oculomotore dei topi G93A 
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trattati con salina appaiono non dissimili da quella dei topi WT. Il trattamento con 
litio dei topi G93A non modifica tali caratteristiche. 
La barra corrisponde a: 40 μm (ematossilina-eosina); 640 μm (cresyl violetto). 
 
Figura 10. Nucleo del nervo trocleare (4N)  
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo del nervo trocleare. 
(a) Dalle conte stereologiche mostrate in grafico non emerge nessun cambiamento 
significativo nel numero di motoneuroni del nucleo del nervo trocleare negli 
animali transgenici (G93A trattati con salina o con litio) rispetto ai WT. 
(b) Anche l’aspetto istologico del nucleo appare invariato nei topi transgenici 
rispetto ai WT. In particolare, negli animali G93A la densità (cresyl violetto) e la 
morfologia (ematossilina-eosina) dei neuroni appaiono preservate, senza le tipiche 
alterazioni che caratterizzano i motoneuroni dei nuclei lesi.  
La barra corrisponde a: 40 μm (ematossilina-eosina); 516 μm (cresyl violetto). 
 
Figura 11. Nucleo del nervo abducente (6N). 
Lo schema a fianco del titolo raffigura una sezione dell’atlante del topo Paxinos & 
Franklin (2004) che mostra la localizzazione del nucleo motore del nervo 
abducente. 
(a) Le conte stereologiche mostrate in grafico dimostrano la preservazione del 
nucleo del nervo abducente in tutti i topi G93A, dove il numero di motoneuroni è 
paragonabile a quello contato negli animali WT. 
(b) Le immagini in cresyl violetto (basso ingrandimento) ed ematossilina-eosina 
(alto ingrandimento) confermano i dati stereologici. Infatti, non sono state rilevate 
differenze significative nella densità neuronale e nelle caratteristiche morfologiche 
54 
dei motoneuroni del nucleo abducente nei topi transgenici, trattati con salina o con 
litio, rispetto agli animali WT.  
La barra corrisponde a: 28,57 μm (ematossilina-eosina); 413,6 μm (cresyl 
violetto). 
 
Figura 12. Tripla immunofluorescenza per NeuN, GFAP e BrdU nel nucleo 
motore del nervo faciale (7N). 
Sono mostrate in rosso la marcatura per il NeuN, in verde per la GFAP, in blu per 
la BrdU. L’immunofluorescenza per la GFAP è marcatamente aumentata nei topi 
G93A trattati con salina ed è accompagnata da una significativa riduzione della 
marcatura per il NeuN, che è consistente con la perdita neuronale documentata 
dalla conta stereologica e dall’analisi istologica. Il trattamento con litio dei topi 
G93A riduce l’immunomarcatura per la GFAP e, consistentemente con i dati 
istologici, aumenta la marcatura per il NeuN. L’immunopositività per la BrdU 
appare aumentata in tutti i topi G93A. Tuttavia, solo nei topi G93A trattati con litio 
la marcatura per la BrdU co-localizza con il NeuN in alcuni neuroni del nucleo, 
che appaiono rosa come risultato del “merge”. 









Figura 13. Immunofluorescenza per la ChAT nel nucleo del nervo ipoglosso 
(12N). 
L’immunofluorescenza per la ChAT mostra la normale distribuzione dei bottoni 
sinaptici (freccia) sui motoneuroni del nucleo del nervo ipoglosso dei topi WT e la 
loro drastica riduzione nei topi G93A trattati con salina.  
Nei topi G93A trattati con litio la densità dei bottoni sinaptici appare preservata.  

















Nel corso di questo studio è stata condotta una dettagliata analisi dei nuclei motori 
del tronco dell’encefalo nel topo transgenico G93A, che iperesprime una forma 
mutata del gene umano che codifica per l’enzima SOD1 e viene utilizzato 
comunemente come modello di SLA familiare. 
Il topo G93A rappresenta infatti un modello animale ampiamente studiato in 
quanto rappresentativo della malattia umana, sia nella sintomatologia che nelle 
alterazioni neuropatologiche (Dal Canto and Gurney, 1994; 1995). I sintomi 
motori, imputabili per la maggior parte a lesioni del midollo spinale, appaiono 
molto precocemente, intorno al terzo o quarto mese di vita, e progrediscono 
rapidamente fino alla completa paralisi (stato tetraplegico; Gurney et al., 1994; 
Ripps et al., 1995; Gurney, 1997a; 1997b). La morte sopraggiunge solitamente per 
inedia, dovuta all’incapacità dell’animale di nutrirsi e idratarsi adeguatamente. 
Recentemente anche nel modello murino è stato documentato un rapido declino 
della funzionalità respiratoria (Tankersley et al., 2007) che riproduce le 
complicanze respiratorie che sopraggiungono nei pazienti all’ultimo stadio di 
malattia (Tandan e Bradley, 1985; Kaplan e Hollander 1994; Miller et al., 1999b; 
Cleveland e Rothstein 2001). 
In linea con la prevalente sintomatologia spinale manifestata da questi topi 
transgenici, le lesioni centrali principalmente descritte nel topo G93A sono a 
livello midollare (Morrison et al., 1998; Martin et al., 2007; Fornai et al., 2008a). 
Tuttavia, nei pazienti SLA, oltre a tipici disturbi di origine spinale, si descrivono 
anche gravi disfunzioni motorie riconducibili a lesioni più craniali, che 
coinvolgono il tronco encefalico e la corteccia motoria. 
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L’analisi di tutti i nuclei motori dei nervi encefalici, condotta in questo studio in 
maniera estensiva e completa in microscopia ottica, ha avuto come principale 
obiettivo quello di caratterizzare la neuropatologia del modello murino a livelli 
craniali rispetto al midollo spinale. La conta neuronale ha dimostrato che i 
motoneuroni di tutti i nuclei motori dei nervi encefalici, ad eccezione dei nuclei 
oculomotori, degenerano in maniera simile ai motoneuroni del corno anteriore del 
midollo spinale, riproducendo così ciò che avviene nella patologia umana. 
La degenerazione coinvolge i motoneuroni somatici del nucleo motore del nervo 
trigemino (5N), del nucleo del nervo faciale (7N), del nucleo del nervo ipoglosso 
(12N) e del nucleo ambiguo (9N/10N) e si estende ai neuroni effettori del nucleo 
motore dorsale del vago (10N). In questi nuclei, i motoneuroni superstiti mostrano 
un’estesa vacuolizzazione citosolica. Alla perdita dei motoneuroni si accompagna 
un’intensa proliferazione gliale. 
In questo studio è stato inoltre dimostrato che il trattamento cronico con sali di litio 
è protettivo per tutti i nuclei lesi: in particolare il litio protegge significativamente i 
motoneuroni dalla degenerazione, preserva la loro normale morfologia e riduce la 
gliosi reattiva. 
Pertanto, possiamo affermare che il topo transgenico G93A rappresenta un buon 
modello sperimentale di SLA in quanto riproduce, anche a livello del tronco 
dell’encefalo, le alterazioni anatomo-patologiche descritte nella patologia umana 
(Lladó et al., 2006; Niessen et al., 2006; Tankersley et al., 2007; Lever et al., 
2009). In particolare, soprattutto la forma bulbare della malattia è caratterizzata da 
difficoltà nell’ingestione di cibo e di liquidi (Hillel e Miller 1987; Tayama, 1995; 
Kawai et al., 2003). La perdita di queste funzioni è dovuta in gran parte alla 
paralisi progressiva dei muscoli coinvolti nella masticazione e dei muscoli della 
lingua, probabilmente come conseguenza della degenerazione dei motoneuroni dei 
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nuclei motori del tronco dell’encefalo e delle corrispondenti fibre efferenti dei 
nervi encefalici che innervano i muscoli masticatori (nucleo motore del nervo 
trigemino) e quelli coinvolti nella deglutizione (nucleo del nervo ipoglosso, nucleo 
ambiguo) (Hillel e Miller 1989). 
Dal presente studio è emerso che tra i nuclei motori del tronco dell’encefalo, il 
nucleo del nervo ipoglosso e il nucleo ambiguo sono maggiormente compromessi, 
con una degenerazione neuronale del 68,69% e del 58,92%, rispettivamente. Tali 
risultati sono in accordo a quelli ottenuti anche in altri recenti studi, i quali hanno 
dimostrato che i nuclei motori coinvolti nella masticazione e nella deglutizione 
vanno incontro ad una severa degenerazione, caratterizzata da una evidente 
vacuolizzazione, che porta questi animali a sviluppare disfagia in maniera simile a 
quanto avviene nei pazienti affetti da SLA (Lever et al., 2009).  
Gli altri nuclei motori somatici, come quelli del nervo faciale e del nervo trigemino 
mostrano una degenerazione meno pronunciata, sebbene significativa, pari al 
54,92% e al 50,28%, rispettivamente. Questi dati sono in accordo con altri studi 
che hanno esaminato tali nuclei nello stesso modello animale (Dal Canto e Gurney 
1995; Haenggeli e Kato, 2002; Angenstein et al., 2004; Zang et al., 2004; 
Kadoyama et al., 2007). 
Il nucleo del nervo ipoglosso contiene i motoneuroni che innervano i muscoli della 
lingua. Il nucleo ambiguo da cui originano le fibre motorie somatiche che 
decorrono nel nervo glossofaringeo e nel nervo vago, è un nucleo fondamentale per 
l’innervazione motoria dei muscoli orofaringei, nonché del primo tratto 
dell’esofago, caratterizzato da muscolatura volontaria. Pertanto, la perdita di 
motoneuroni nel nucleo del nervo ipoglosso e nel nucleo ambiguo e la 
degenerazione del nervo trigemino rendono conto dei problemi nella deglutizione 
59 
ben documentati sia nel modello murino (Smittkamp et al., 2008; Lever et al., 
2009) che nella patologia umana (Hillel e Miller, 1989; Kawai et al., 2003) 
La compromissione del nucleo motore del nervo faciale potrebbe avere 
ripercussione sull’attività di muscoli come il muscolo nasolabiale, il muscolo 
mentale, il muscolo platisma, i muscoli auricolari rostrale e caudale (Komiyama et 
al., 1984). Sebbene non esistano test comportamentali atti a valutare l’attività di 
tali muscoli nel topo, il coinvolgimento di tale nucleo è comunque confermato 
nella patologia umana, in cui negli stadi avanzati di malattia si assiste a una 
drammatica perdita delle funzioni dei muscoli innervati dalla componente motoria 
del VII nervo cranico (Preston et al., 1997). 
Nel nostro studio la degenerazione dei motoneuroni del tronco dell’encefalo è stata 
trovata in maniera altamente specifica soltanto nei nuclei motori somatici del 5, 7, 
9-10 e 12N, mentre non è stata mai osservata all’interno dei nuclei dei nervi cranici 
preposti al controllo dei muscoli estrinseci del bulbo oculare, vale a dire 
l’oculomotore (3N), il trocleare (4N) e l’abducente (6N). La preservazione dei 
nuclei oculomotori osservata nel nostro studio trova conferma in letteratura nel 
topo G93A, dove non vengono riportate alterazioni morfologiche cellulari né 
riduzioni nel numero dei motoneuroni (Nimchinsky et al., 2000; Haenggeli e Kato 
2002). Lo stesso fenomeno in questo modello animale è stato descritto grazie 
all’utilizzo di tecniche di imaging in risonanza magnetica (MRI; Zang et al., 2004). 
Si tratta di un metodo non invasivo che sta diventando uno strumento preferenziale 
di diagnosi di SLA, in quanto è in grado di rivelare con buona specificità 
alterazioni neuropatologiche nel sistema nervoso centrale di pazienti affetti dalla 
malattia (Ellis et al., 1999; Ellis et al., 2001; Basak et al., 2002) e da qualche anno 
introdotto anche negli studi sperimentali su piccoli animali. 
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Sebbene sia documentato un esiguo numero di casi di oftalmoplegia e di riduzione 
del numero di motoneuroni nei nuclei oculomotori di pazienti affetti da SLA, i 
nuclei oculomotore, trocleare e abducente non sono notoriamente coinvolti nella 
SLA umana e i movimenti oculomotori sono mantenuti almeno fino allo stadio 
finale della malattia (Harvey et al., 1979; Leveille et al., 1982; Leigh e Swash, 
1991; Gizzi et al., 1992; Okamoto et al., 1993; Rowland, 1994).  
Nonostante non sia da escludere l’ipotesi che i nuclei oculomotori siano coinvolti 
solo in uno stadio molto tardivo della malattia e che appaiano preservati solo 
perché la morte sopraggiunge prima che la loro degenerazione diventi manifesta, è 
comunque evidente che essi rappresentano un pool di motoneuroni dotati di una 
maggiore resistenza ai processi degenerativi in atto nella SLA. Il meccanismo alla 
base di questa selettiva resistenza non è chiaro, anche se vari studi hanno 
dimostrato che una proteina che lega il calcio, la parvalbumina, è particolarmente 
rappresentata nei neuroni dei nuclei che non vengono coinvolti nella SLA e si 
ritrova in quelle strutture del tronco encefalico che sono interessate in misura 
minore dal processo degenerativo (Alexianu et al., 1994; Elliot e Snider, 1995; 
Reiner et al., 1995). In effetti, è stato dimostrato che nel primate l’85-100% dei 
motoneuroni nei nuclei oculomotori contengono parvalbumina, mentre solo il 20-
30% dei neuroni nel nucleo motore del trigemino, nel nucleo del faciale e 
dell’ipoglosso mostrano immunopositività per questa proteina (Reiner et al., 1995). 
In linea con ciò, un recente studio ha dimostrato che i neuroni del nucleo ipoglosso 
possiedono una scarsa capacità di tamponare gli eccessi di ioni calcio (von 
Lewinski et al., 2008). 
Altri studi condotti da Sasaki e coll. hanno dimostrato che nel tronco dell’encefalo 
i nuclei oculomotore e abducente, che appaiono preservati nei topi G93A, 
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esprimono un’alta immunopositività per la calbindina D 28k e per la parvalbumina, 
(Sasaki et al., 2006). 
La funzione di queste due proteine in relazione alla patogenesi della SLA deve 
ancora essere chiarita, tuttavia non è azzardato ritenere che la loro presunta 
funzione protettiva sia dovuta proprio al loro ruolo di proteine in grado di legare e 
tamponare l’eccesso di calcio intracellulare, proteggendo le cellule dal danno 
eccitotossico (Mattson et al., 1991; Lledo et al., 1992; Chard et al., 1993).  
I livelli di calcio intracellulare giocano un ruolo molto importante nella 
neurodegenerazione e correlano con il grado di degenerazione dei motoneuroni nei 
topi che esprimono la SOD mutata (Siklós et al., 1998). 
Alla luce di questi dati, è lecito ipotizzare che le cellule che contengono proteine in 
grado di tamponare alti livelli di calcio intracellulare come la calbindina e la 
parvalbumina siano meno vulnerabili ai processi patologici associati alla SLA e 
che, pertanto, tali proteine svolgano un ruolo importante nel proteggere i 
motoneuroni dalla degenerazione. 
Un dato interessante emerso dal nostro studio riguarda la degenerazione del nucleo 
motore dorsale del nervo vago nel topo G93A; tale compromissione dimostra 
infatti l’effetto della malattia non solo sui nuclei motori somatici dei nervi cranici, 
ma anche su un nucleo effettore viscerale e potrebbe essere alla base delle 
disfunzioni autonomiche descritte nei pazienti affetti da SLA, come l’alterata 
regolazione delle funzioni cardiovascolari e gastrointestinali (Baltadzhieva et al., 
2005). La compromissione del nucleo motore dorsale del vago è stata documentata 
anche in un altro studio, in cui sono stati rilevati all’immunoistochimica accumuli 
di SOD1 nei neuroni di questo nucleo in topi G93A allo stadio sintomatico (Chung 
et al., 2003). 
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Un altro aspetto che abbiamo indagato in questo studio è stato l’effetto del 
trattamento cronico con sali di litio sui motoneuroni del tronco encefalico nel topo 
G93A. Dopo un’attenta analisi stereologica, possiamo concludere che il 
trattamento con litio si è rivelato protettivo nei confronti dei motoneuroni dei 
nuclei motori del tronco encefalico, preservandoli dalla degenerazione cui vanno 
inesorabilmente incontro con il progredire della malattia. 
Tale effetto protettivo del litio sui motoneuroni dei nuclei dei nervi encefalici 
riproduce quanto dimostrato precedentemente in un analogo studio condotto nel 
midollo spinale del topo transgenico G93A (Fornai et al., 2008a). In particolare, 
abbiamo dimostrato che nel midollo spinale del topo G93A il trattamento con litio 
è in grado di produrre effetti protettivi di entità diversa nei diversi tratti del midollo 
spinale, a loro volta interessati da un diverso grado di degenerazione. Infatti, nel 
tratto lombare, che è risultato essere maggiormente colpito dalla perdita di 
motoneuroni, l’effetto protettivo del litio è consistito nella preservazione delle 
dimensioni e della morfologia dei motoneuroni, senza alcun effetto sul numero dei 
motoneuroni, mentre nel tratto cervicale, interessato in misura minore dalla 
degenerazione motoneuronale, l’effetto del trattamento con litio è consistito anche 
in una significativa preservazione del numero dei motoneuroni rispetto agli animali 
non trattati (Fornai et al., 2008a). 
Recentemente è stato scoperto che il litio, somministrato a basse dosi, è un potente 
attivatore della via autofagica (Sarkar et al., 2005) attraverso l’inibizione 
dell’IMPasi. In questo contesto sperimentale non è stata indagata la via autofagica, 
tuttavia il suo coinvolgimento nella SLA è stato dimostrato nel nostro precedente 
studio condotto nel midollo spinale del topo G93A, dove i cambiamenti 
morfologici e ultrastrutturali riscontrati nei motoneuroni spinali preservati 
suggeriscono fortemente che il meccanismo con cui il litio esplica la sua potente 
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azione protettiva sia l’attivazione della via autofagica (Fornai et al., 2008a; 2008b). 
Infatti il litio, somministrato a basse dosi, si è rivelato in grado di rallentare la 
progressione della malattia, favorendo la rimozione degli aggregati proteici, 
riducendo le alterazioni e lo swelling mitocondriale e inducendo la 
mitocondriogenesi, effetti riconducibili all’attivazione della via autofagica (Fornai 
et al., 2008a; 2008b). 
Diversamente, nel tronco dell’encefalo il litio protegge i motoneuroni dalla 
degenerazione preservando non solo la normale morfologia ma anche il numero di 
motoneuroni nei nuclei lesi dalla malattia (Fornai et al., 2008a). Rispetto ai topi 
G93A trattati con salina, i topi G93A trattati con litio presentano una significativa 
preservazione dei motoneuroni che raggiunge la percentuale del 79,05% nel nucleo 
ambiguo, del 53,41% nel nucleo motore del faciale, del 37,03% nel nucleo 
dell’ipoglosso e del 34,66% nel nucleo motore del trigemino. 
Un singolare effetto che abbiamo osservato in seguito alla somministrazione di 
litio riguarda la preservazione dei bottoni sinaptici sui motoneuroni del nucleo 
ipoglosso. In particolare abbiamo indagato, in questo nucleo, le afferenze positive 
per la ChAT, che possono rappresentare le terminazioni di collaterali ricorrenti 
sullo stesso motoneurone oppure afferenze modulatorie colinergiche provenienti da 
altri neuroni. Nei topi G93A i bottoni sinaptici ChAT-positivi sui motoneuroni del 
nucleo ipoglosso risultano sensibilmente ridotti, mentre in seguito al trattamento 
con litio viene ripristinata l’immunopositività riscontrata nei topi wild-type.  
Ulteriori studi sono in corso per valutare se questo effetto protettivo del litio 
osservato nel nucleo ipoglosso possa essere esteso agli altri nuclei interessati dalla 
malattia.  
Ancora non conosciamo il significato funzionale di tale preservazione. Un’ipotesi 
suggestiva è che nei nuclei motori dei nervi encefalici la preservazione dei bottoni 
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sinaptici sui motoneuroni prodotta dal trattamento con litio possa avere un 
significato analogo alla preservazione delle cellule di Renshaw nel midollo spinale. 
Qui, le cellule di Renshaw, che vengono attivate dagli assoni collaterali dei MN ed 
inibiscono i MN stessi, costituendo il cosiddetto “circuito collaterale ricorrente 
inibitorio”, vengono perdute precocemente nella storia naturale della malattia 
(Morrison et al., 1998; Fornai et al., 2008a). E’ stato ipotizzato che l’inibizione dei 
motoneuroni da parte delle cellule di Renshaw possa annullare i potenti effetti 
eccitatori dovuti all’intensa stimolazione glutammatergica. La precoce perdita di 
cellule di Renshaw e quindi del circuito ricorrente inibitorio nella SLA, potrebbe 
rendere i MN più vulnerabili alla tossicità del glutammato (Chang and Martin, 
2009). 
Se tale ipotesi venisse confermata, allora il mantenimento delle corrette e 
fisiologiche afferenze sui motoneuroni dei nuclei dei nervi encefalici, che non 
sembrano possedere cellule di Renshaw, potrebbe essere un meccanismo 
funzionale atto a contrastare la potenziale tossicità dovuta alle molteplici sinapsi 
eccitatorie su questi nuclei e su cui il litio sarebbe in grado di intervenire 
positivamente. 
Il meccanismo alla base di questa diversa responsività al trattamento con litio dei 
motoneuroni del tronco dell’encefalo rispetto a quelli del midollo spinale resta 
sconosciuto. Una possibile spiegazione potrebbe essere ritrovata nel diverso 
potenziale neuronogenetico dei neuroni encefalici rispetto a quelli del midollo 
spinale.  
A tale proposito, è noto che il litio è in grado di promuovere la differenziazione dei 
progenitori delle cellule neuronali (NPC) in neuroni contenenti calbindina D 28-k 
nell’ippocampo di ratto (Kim et al., 2004).  
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Recentemente il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato che nel midollo spinale del 
topo G93A il litio non solo protegge ma produce, in maniera malattia-dipendente, 
un aumento del numero di neuroni nella lamina VII, che sono addirittura superiori 
a quelli contati negli animali wild-type (Fornai et al., 2008a). Precedenti evidenze 
dimostrano che nella degenerazione da SLA (Juan et al., 2007), come in seguito ad 
un trauma del midollo spinale (Yang et al., 2006), aumenta il numero delle NPC 
nel midollo spinale. Tuttavia, in queste malattie croniche del midollo spinale le 
cellule neo-generate, visualizzate per mezzo dell’incorporazione di 
bromodeossiuridina (BrdU), si differenziano successivamente in cellule gliali (Juan 
et al., 2007). Al contrario, nei topi G93A il trattamento con litio produce un 
aumento dell’incorporazione di BrdU in cellule della lamina VII che risultano 
anche positive per la calbindina D 28k e la gefirina, sopprimendo così la naturale 
differenziazione SLA-dipendente delle NPC in cellule gliali (Fornai et al., 2008a).  
Come per il midollo spinale, anche nel tronco dell’encefalo abbiamo osservato 
interessanti effetti del trattamento con litio sulla comparsa di nuove cellule 
all’interno dei nuclei motori lesi e sul loro presumibile differenziamento in senso 
neuronale. Queste nuove cellule, evidenziate per mezzo dell’incorporazione di 
BrdU, aumentano in maniera significativa nei topi G93A sia trattati con salina che 
con litio, ma solo in questi ultimi animali l’incremento della BrdU-
immunopositività risulta associato all’aumento dell’immunomarcatura per il 
marcatore neuronale NeuN, come dimostrato dalla co-localizzazione dei due 
marker all’interno degli stessi neuroni. Corrispondentemente, il trattamento con 
litio riduce la gliosi reattiva, presente in tutti i nuclei lesi. 
Questo dato è di straordinario interesse e potrebbe indicare una peculiare 
sensibilità dei neuroni encefalici agli effetti protettivi del litio, che potrebbe 
rendere particolarmente efficace la terapia con sali di litio proprio nel trattamento 
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delle forme più aggressive (bulbari) della malattia. Ulteriori studi sono in corso per 
valutare il fenotipo neuronale coinvolto in tale effetto neuronogenetico e per 
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